














Chlorophyllfluoreszenz und Kohlensiureassimilation. 
IX. Mitteilung: 


Apparatur zur Messung rascher Lumineszenzinderungen geringer 
Intensitat. 


Von Hans Kautsky und Ulrich Franek }. 
(Aus dem Chemischen Uaboratorium der Universitat Leipzig.) 
(Eingegangen am 12, Februar 1943.) 
Mit 10 Abbildungen im Text. 


Der Gegenstand der vier folgenden Abhandlungen (IX bis XII) 
ist wie in den vorhergehenden Veréffentlichungen (Chloroph ylifluoreszenz 
und Kohlenséureassimilation I bis VIII, diese Zeitschr. 1934 bis 1939) 
die Chlorophylifluoreszenz lebender griiner Pflanzen bzw. die raschen, 
gesetzmaBigen Anderungen derselben infolge plétzlich einsetzender 
Belichtung. Sorgfiltige Priifung und Erweiterung der _bisherigen 
MeBmethoden brachten experimentelle Fortschritte und damit grund- 
sitzlich neue Tatsachen, welche die Einsicht in die fluoreszenz- 
verindernden Vorgiéinge ganz wesentlich vertiefen. 

Beim Belichten einer vorher dunkel gehaltenen griinen Pflanze 
stellt sich ein stationarer Lichtzustand ein, der durch besondere Merk- 
male charakterisiert ist. Von diesen Merkmalen erregen zwei vorzugs- 
weise unsere Aufmerksamkeit: Das Entstehen des Assimilationssauer- 
stoffs und die rote Fluoreszenz des Chlorophylls. Zwischen Belichtungs- 
beginn und der Ausbildung des stationéren Lichtzustandes liegt bei 
der Assimilation (O. Warburg) sowohl als auch bei der Fluoreszenz 
eine Induktionszeit, in welcher sich der stationére Lichtzustand erst 
entwickelt. In dieser Induktionszeit aéndert sich, schon mit bloBem 
Auge feststellbar, die Fluoreszenzintensitat in auffallender Weise. Sie 
nimmt zuerst sehr rasch zu, erreicht ein Maximum und fallt dann wieder 
ab, um sich allmahlich auf einen konstant bleibenden geringeren Wert 
einzustellen. Die Intensitaétsinderungen sind in gesetzmiaBiger Weise 
von Anderungen der physikalischen und chemischen AuBenbedingungen 
abhangig (siehe Abhandlungen X und XI). Gegen Zerstérungen der 
Zellstruktur erweisen sie sich wie die Kohlenséureassimilation auBerst 
empfindlich. 

Es ist sehr naheliegend und verlockend, in den Vorgiingen, welche 
in den Fluoreszenzinderungen zum Ausdruck kommen, Teilvorginge 
der Kohlensaureassimilation zu sehen. In Abhandlung XII wird, nach 


einer Zusammenfassung aller Mefergebnisse, auf diese Frage ein- 


1 U. Franck, Diss. Leipzig, April 1941. 
Biochemische Zeitschrift Band 315. 10 








cease a 


Cae Ria cia a 
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gegangen. Zunichst bleiben wir bei der unmittelbar beobachteten 
Erscheinung. Sie ist der Ausdruck stofflich noch unerkannter Vorgange, 
die jederzeit reproduzierbar, streng gesetzmaBig innerhalb der Grenzen 
biologischer Schwankungen, offenbar in jeder chlorophyllhaltigen 
assimilierenden Pflanze unter dem Einflu8 des Lichtes ablaufen. Ihre 
genaue Erforschung ist deshalb auch an sich, unabhangig von ihren 
Zusammenhangen mit den bekannten photochemischen Zellvorgangen, 
pflanzenphysiologisch von Bedeutung. 

Das Vertrauen, welches man den MeBergebnissen entgegenbringen 
darf, hangt in erster Linie von der Zuverlassigkeit und Genauigkeit 
der Messungen ab. Das ist der Grund, warum wir zuerst der Beschreibung 
der MeBvorrichtung und der Ausfiihrung der Messungen einen be- | 
sonders breiten Platz einréumen. Bekanntlich kann man mit Hilfe 
von Photozelle, Fadenelektrometer und einer geeigneten photagraphi- 
schen Registriervorrichtung Licht sehr geringer Intensitat messen, 
auch kann man so gut wie tragheitslos sehr rasche Intensitatsinderungen 
geniigender Helligkeit aufzeichnen. Es stellen sich aber betrachtliche 
Schwierigkeiten ein, wenn sehr rasche (innerhalb Zehntelsekunden) 
Anderungen sehr geringer Lichtintensitaten (~ 0,0004 energetische HK), 
wie sie der Blattfluoreszenz eigentiimlich sind, mit der angegebenen ; 
Vorrichtung unverzerrt in Kurven festgehalten werden sollen. Im 
folgenden wird die MeBvorrichtung beschrieben und es wird auseinander- 
gesetzt werden, wie man mit Hilfe dieser Vorrichtung zu Fluoreszenz- 
intensitéts-Zeit-Kurven (kurz als Fluoreszenzkurven bezeichnet) ge- 
langen kann, die quantitativ den wahren zeitlichen Verlauf der Fluor- 
eszenzinderungen lebender Pflanzen unmittelbar nach einsetzender 
Belichtung wiedergeben. 


































a) Das Prinzip der Apparatur, 
In der VIII. Mitteilung der zitierten Aufsatzreihe ist eine Apparatur 
beschrieben, die die Fluoreszenzinderungen des Chlorophylls in vivo 
mittels photoelektrischer Registrierung zu messen gestattet. Das 


Lichtquelle | Varsctlub- Samme!- | Blautiter | Versuchs- | Aotfilter | photoelektrische 
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Abb. 1. Schema der MefSapparatur. 
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dabei angewandte Prinzip hat sich bei allen folgenden Untersuchungen 
recht bewahrt, so daB es im wesentlichen beibehalten werden konnte. 
Es ist im vorstehenden Schema stark vereinfacht angedeutet. 
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Chlorophyllfluoreszenz und Kohlensiureassimilation. IX. 


Eine intensive, konstante Lichtquelle (Q,) erzeugt mittels einer 
geeigneten Linse (L,) auf dem zu untersuchenden Pflanzenobjekt (Q) 
eine gleichmaBige Flachenhelligkeit. Im Strahlengang befindet sich 
ein Filter (F',), das alles rote Licht absorbiert, so daB nur solches auf die 
Pflanze fallt, das keine Frequenz gemeinsam mit ihrer roten Chlorophyll- 
fluoreszenz hat. Ferner befindet sich zwischen Pflanze und der eigent- 
lichen MeBapparatur ein Filter (F,), welches das eingestrahlte Licht 
weitgehend absorbiert, das von der Pflanze emittierte rote Fluoreszenz- 
licht dagegen ungeschwacht hindurchlaBt. Beide Filter, (F';) und (F.), 
verhalten sich demnach komplementar. Eine VerschluBblende (8B) 
in unmittelbarer Nahe der Lichtquelle hat die Aufgabe, momentan 
(in kiirzer als 0,01 Sekunden) den vollen Lichtstrom freizugeben und 
auf das Untersuchungsobjekt fallen zu lassen. 

Es ergibt sich hieraus der MeBvorgang ohne weiteres: 

Rotfreies Licht fallt plétzlich auf die im Dunkeln ausgeruhte 
Pflanze. Diese wird dadurch zur Quelle einer roten Fluoreszenzstrahlung, 
die ungehemmt durch das Filter (F',) auf die Photozelle der MeBapparatur 
gelangt. Dort wird auf einer geeigneten Registriervorrichtung die 
Fluoreszenzintensitaét in jedem Zeitmoment in einer ,,Fluoreszenz- 
intensitats-Zeitkurve’ festgehalten. 


Al 


b) Die notwendigen Eigenschaften der Apparatur, 


So einfach das geschilderte Prinzip im ersten Augenblick erscheint, 
so stellt doch die Messung an die Apparatur ziemliche Anforderungen. 
Es ist ein wesentlicher Punkt dieser Arbeit, die geschilderte Fluoreszenz- 
erscheinung sicher und unabhangig von der benutzten Apparatur zu 
bestimmen. Folgende Eigenschaften sind vor allem maSgebend fiir 
die Weiterentwicklung der Apparatur im Rahmen dieser Arbeit 
gewesen : 

1. Hohe Lichtempfindlichkeit. Orientierende Messungen haben er- 
geben, daB es sich bei den untersuchten Pflanzenobjekten um Fluor- 
eszenzhelligkeiten handelt, welche der Wirkung entsprechen, die eine 
Hefnerlampe in 50m Entfernung auf die Photozelle ausiibt (etwa 
0.0004 energetische HK). 

2. GroBe Trdgheitslosigkeit der Photometrier- und _ Registrier- 
vorrichtung. 

Wie schon angedeutet wurde, zeigen die Fluoreszenzkurven schon 
in der ersten Zehntelsekunde wesentliche Anderungen. Es muf deshalb 
eine Einstellgeschwindigkeit von etwa 0,01 Sekunde angestrebt werden, 
damit ein getreues, von der Apparatur unabhangiges Abbild der Er- 
scheinung erhalten werden kann. 

3. Bequeme Variierbarkeit der Lichtintensitat und der Licht- 
empfindlichkeit der Apparatur. 
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Die folgenden Abhandlungen befassen sich unter anderem mit dem 
Einflu8 der Lichtintensitat auf die Fluoreszenzkurve. Es wurde hierbei 
stets so vorgegangen, daf zu jeder angewandten Lichtintensitat eine 
entsprechende Empfindlichkeit der Apparatur eingestellt wurde. 
Unabhangig von der eingestrahlten Lichtintensitaét konnten auf diese 
Weise untereinander vergleichbare und fiir geringe Intensitaten ge- 
niigend groBe Elektrometerausschlage erzielt werden. (Naheres hierzu 
unter Abschnitt g und h). 


c) Das Beleuchtungssystem (Abb. 2, ,,A“). 


Die in den vorhergehenden Arbeiten als Lichtquelle benutzte Queck- 
silberlampe wurde mit Vorteil durch eine Gliihfadeniampe von 500 Watt 
ersetzt (Osram-Projektionslampe, 110 Volt, 4,55 Amp., mit Innenverspiege- 
lung). 


Zeichenerklarung zu Abb. 2. 


r+} | Ausfriergefiie fiir Hochvakuum. Ls a Fadenprojektion des Elektro- 
Ad Gefi® mit Trypaflavin-Silikagel-Adsorbat, M, Magnet zur <Auslésung der Verschlu6- 

zum Nachweis geringster Sauerstoffmengen blende B,. 

nach H. Kautsky und A. Hirsch (Zeitsechr. Ms, Magnet zur Kiivettenriihrung, 

f. anorg. u. allgem, Chem, 222, 126. 1935). M; Magnet zur Auslisung der Zellblende Bo. 
B, VerschluBblende, M, Relais fiir My. > 


B, Blende zwischen Objekt und Photozelle zur Mf Mariottesche Flasche. 
Vermeidung der Zellermiidung bei langen O  Versuchsobjekt (Alge). 


Registrierzeiten (vgl. 8.151). 6 Offnung des Schutzkastens Ka. 
Bg Blauglas, Schott u. Gen., B.G.23, Dicke Q, Lichtquelle des Beleuchtungssystems. 
2mm, Durchmesser 42 mm. Q. Lichtquelle fiir Fadenprojektion. 
Bz, R_ Kiivettenriihrer. 
Bes ee fiir Gasmischung. R, Regulierwiderstand fir Féhn, 260 ©. 
Bzy | R, Regulierwiderstand fiir Q,, 100 2. 
Bz, } = R, Vorschaltwiderstand fiir 37,, 1500 2. 
D  Drehpunkt des magnetisch bewegten Kii- R, | Schutzwiderstiinde fiir Elektrometer- 
vettenriihrers. R, {schneiden, 2 Meg-2. 
Es Erdungsschalter fiir Elektrometer und R, Schutzwiderstand fiir Photozelle, 0,1 Meg-2. 
Photozelle. : R, Vorschaltwiderstand fiir Relais MW ,, 10000 2. 
F, Blaufilter, bestehend aus Bg und K,. R, Regulierwiderstand fiir Q., 30 2. 
F, Rotfilter, bestehend aus Rg und Ky. R, Ableitewiderstand fiir Photozelle, 10° 2. 
Fe, \mit Gelatine iiberzogene planparallele Ra Rotglas, Schott u. Gen., R.G.1, Dicke 4 mm, 
Fe, | Fenster des Troges T. Durchmesser 42 mim. 
Fa Elektrometerfaden. tm Rotameter. 
Fé Fohn, = ; Ro Gaseinleitungsrohr fiir Kiivette. 
Fs Stelischraube fiir Elektrometerfaden (Fa- Rp Reversionsprisma. 
denanspannung). ; _ S, Schalter fiir Féhn. 
G  Gefai® zur Zumischung dosierter, sauerstoff- S, Schalter fiir Q,. 
5 freier Kohlensiure. S; Schalter fiir Schneidenspannungen. 
71 Glimmlampe. S, Schalter fiir Zellspannung. 
a \ Hihne zur Umschaltung auf Warmwasser. Ss Druckschalter fiir Glimmlampe. 
ae aD % esi Ss Druckschalter fiir Blende B, 
H;, \Hihne zur Einschaitung des Kiihl- Sch Kiivettenschliff, Durchmesser 33 mm. 
H, {reservoirs. T  Quarztrog. 
* Hihne zur Einschaltung des Rotameters. Th Thermostat (Héppler). 
‘ : vii : Tr Trockenréhrehen mit CaCl). 
J  Induktionsspule zur Gliittung des Netz- U, Unterbrecher fiir Glimmlampe — und 
K Kivette 1 it Cu(N O;),-Lésung ance Gh 
1 Auvette m AN 3)3° LOSUNE. as aha U., Unterbrecher fiir Kiivettenrihrer. 
K, Kiivette mit Metanilgelb oder Na-Bi- | pf Vnterbrecher fiir Kivettenruh 
chromat. V{ Wasserflasche zur Befeuchtung des Ver- 
Ka Schutzkasten fiir Beleuchtungssystem. Wi pes acre he sur Befeuchtun 
Kp Kapillarstrémungsmesser. | we Wasinwasearersedaer’ 
Kr Kihlreservoir. mee X Zapfstelle fiir Gasanalyse 
L, Projektionslinse des Beleuchtungssystems. 7 ° Photoselle 
L, Linse fiir Photozelle. | Zh Photozellengehiiuse. 
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Die Gliihlampe befindet sich in einem Lampenkasten, durch den zur 
Kiihlung ein maBig rascher Strom kiihler Luft eines Féhns (F6) zirkuliert. 
Lampe und Féhn werden von je einem Schiebewiderstand (R,) und (R,) 
von passender GréBe (R, = 2600; R, = 100) reguliert. Die Strom- 
verhaltnisse werden standig an den Instrumenten kontrolliert. 

Unmittelbar an das Lampengehause schlieBt sich die VerschluB- 
blende (B,) an. Es ist ein kraftiger Varioverschlu8 eines photographischen 
Apparats mit einer Offnung von 24mm. (Dieser Verschlu8 ist wegen der 
Nahe der Lampe starken, ungleichmaéSigen Erwarmungen ausgesetzt. Die 
dadurch besonders beanspruchten VerschluBbleche miissen deshalb sehr 
temperaturbestandig sein. Um die Warmeabsorption minimal zu halten 
und ein Verziehen zu vermeiden, wurden sie beiderseitig mit Schmirgel 
vom iiblichen schwarzen Lack befreit und das Metall hochglanzend poliert.) 
Bedient wird die Blende elektromagnetisch durch einen Saugspulen - 
magnet (.M,), der am Auslésehebel befestigt ist. 

Die Offnungsebene der Blende wird durch die Linse (Z,) auf das zu 
untersuchende Pflanzenobjekt abgebildet. Es entsteht dort auf diese 
Weise eine gleichmaBig mit Licht erfiillte Flache. Um das Licht von jeder 
fluoreszenzahnlichen Strahlung zu befreien, passiert es eine Kiivette (4,) 
mit fast gesittigter Kupfernitratlésung, die fiir diesen Zweck eine giinstige 
Absorption besitzt (Schichtdicke 80mm). Zur Vervollstaéndigung der Rot- 
absorption befindet sich ein helles Blaufilter (Bg) (Schott und Gen. B. G. 23) 
noch auBerdem im Strahlengang. Das Ganze: Lampe, Féhn, Linse und 
Filter, ist in einem lichtdichten Kasten (Ka) mit dem Lichtaustritt (0) 
untergebracht, um jedes Streulicht von der MeBapparatur fernzuhalten. 
Die Lichtintensitét betrug bei dieser Anordnung ~ 40 energetische HK 
in der Objektebene, gemessen mit einer Thermosaule. 


d) Die Versuchskiivette und ihre Beiapparate 
ii) 0", a UP. 


1, Die Versuchskiivette (Vk). Die Kiivette, die das zu untersuchende 
Pflanzenobjekt aufnimmt, ist stets den jeweiligen Versuchsbedingungen 
angepaBt und deshalb standig umgestaltet worden. In dieser allgemeinen 
Apparaturbeschreibung soll nur die gebrauchlichste Form angegeben werden. 

Es handelt sich in der Regel um Wasserpflanzen. Die Kiivette ist 
deshalb besonders fiir diese Pflanzen konstruiert worden. Die effektive, 
kreisférmige Flache des Pflanzenobjekts betragt 4,15 qem (Durchmesser 
= 23mm). Sie wird von zwei aufeinanderpassenden, zusammenklemm- 
baren Ringen aus seewasserbestandigem Aluminium oder V 2 A-Stahbl in 
der richtigen Lage zum Strahlengang gehalten. 

Die Form der Kiivette mit méglichst kleinem Fliissigkeitsvolumen 
zeigt Abb. 3. Sie wurde immer dann benutzt, wenn im Laufe einer MeBserie 
das Gasgleichgewicht geandert und darauf wieder rasch konstant eingestellt 
werden muSBte. Ihr Aufbau ergibt sich im wesentlichen aus der Abbildung, 
fiir welche die Zeichenerklarungen der Abb. 2 gelten. Jedoch sei besonders 
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die Riihrung erwahnt. Sie wurde elektromagnetisch bewerkstelligt, um 
von der Dichtung des Kiivettenvolumens, besonders bei der Verwendung 
von Hochvakuum, vollig unabhangig zu sein. Ein Riihrhebel (R) bewegt 
sich wippend um den am Objekthalter befestigten Drehpunkt (1)). Nach 
unten zu erweitert er sich ringférmig, um das Pflanzenobjekt nicht zu be- 
schatten. Am oberen Ende tragt er einen mit Gummi gepolsterten Eisen- 
kern. Der Riihrer wird durch intermittierendes Magnetisieren eines Weich- 
eisenmagneten (.M,) bewegt. Dieser ist in einem Eisenblechkonus gefaBt 
und iiber den konischen Kiivettenoberteil ge- 
fy stillpt. Ein automatisch bewegter Quecksilber- 
schalter unterbricht den zugefithrten Strom 
= | im geeigneten Rhythmus (etwa ein bis zwei 
‘i St6Be pro Sekunde). Riihrvorrichtung und 
Objekthalter sind zusammen im Kopfe des 
Kiivettenaufsatzes eingekittet. 



































Abb. 3. Die Versuchskiivette. 


Zum Einleiten von Gasgemischen dient das Einleitungsrohr (Ro), das 
auBerhalb des Strahlenkegels bis in den untersten Teil der Kiivette reicht. 
Das hindurchperlende Gas tragt wesentlich mit an der Durchmischung des 
Kiivetteninhalts bei. Erneuerung des Wassers kann bei justierter Kiivette 
rasch und bequem durch das Einleitungsrohr (fo) erfolgen. 

2. Die Temperaturregelung (Abb. 2, ,,.D*). Zar Temperatureinstellung 
und -konstanthaltung taucht die Kiivette bis kurz unter den Schliff in 
einen mit Wasser gefiillten Trog (7), der im Lichtein- und -austritt plan- 
parallele Fenster (F'e,) und (Fe,) besitzt. Von einem Thermostaten (Ultra- 
thermostaten nach Héppler) wird das Troginnere durch eine windungs- 
reiche, diinnwandige Bleirohrschlange auf der geforderten Temperatur 
konstant gehalten. Die Zuleitung der Thermostatenfliissigkeit ist wie 
ublich sorgfaltig mit Kieselgur thermisch isoliert. 
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Fiir Temperaturen unter 15° durchflieBt die zurjickstrémende Thermo- 
statenfliissigkeit (Methanol-Wassergemisch 1; 2) ein Kihlreservoir (Kr) in 
einer etwa 10m langen Bleirohrspirale. Gekiihlt wird mit Eis oder Eis- 
kochsalzgemisch. Fiir Fille, die ein rasches Erwarmen der Kiivette zwischen 
den einzelnen Messungen von niedriger Temperatur auf 20 bis 30° nétig 
machen, besteht die Méglichkeit, unter Abschaltung des Thermostaten, das 
Wasser eines Warmwassererzeugers (Wz) durch den Zirkulationsweg flieBen 
zu lassen. Der Troginhalt wird durch Einblasen eines maBig schnellen 
Luftstroms geriihrt. 

3. Die Gasmischung (Abb. 2, ,,F**). In den meisten Fallen wurde eine 
Mischung von Gasen in die Kiivette geleitet, und zwar vor jeder Aufnahme 
mindestens so lange, daB das Gleichgewicht zwischen Fliissigkeit und Gas- 
phase gewahrleistet war. Die Geschwindigkeit des Gasstromes betrug 
normalerweise 6 Liter pro Stunde, wobei etwa 10 bis 20 Blasen in der Sekunde 
durch die Kiivette perlten. Die Geschwindigkeit des Mischgases wird vor 
der Kiivette mit einem Kapillarstr6mungsmesser und nach der Kiivette 
mit einem Rotameter kontrolliert und von Zeit zu Zeit mit einer Mariott- 
schen Flasche volumetrisch gemessen. Die einzelnen Gase: Luft, CO,, O,, No, 
wurden aus Bomben entnommen und durch Blasenzihler oder, bei gréBeren 
Geschwindigkeiten, mittels Mariottscher Flasche abgemessen. Sie wurden 
in der Zufiihrungsleitung gemischt und in einer besonderen Waschflasche 
(Wf) mit Wasserdampf gesittigt. Vor diesem GefiB, an der Stelle X, 
wurden laufend Gasproben entnommen und in einem Haldane-Apparat bis 
auf 0,1°% genau analysiert. 


e) Die MeBapparatur (Abb. 2, ,,B“). 


1. Das Prinzip. Der wesentlichste Teil der Apparatur ist die Photo- 
zelle (Z). Auf sie gelangt das rote Fluoreszenzlicht der Pflanze durch das 
Filter (F,). Es besteht aus einem Rotglas (Schott u. Gen., RGI 4mm) (gq) 
und einer Mikrokiivette (K,) mit einer Lésung von Methanilgelb in Glycerin 
(letzteres zur Vermeidung des Eindunstens) oder, gleichwertig, einer ge- 
sittigten Natriumbichromatlésung. Die Schichtdicke betragt 1mm. Diese 
Filterkombination ist fiir das erregende Licht undurchlassig, laBt aber 
das rote Fluoreszenzlicht ungeschwacht hindurch. Die Entfernung zwischen 
Objekt und Photozelle wurde so klein wie méglich gehalten. 

Die Photozelle ist fiir das zu messende Licht besonders empfindlich. 
Aus Griinden der Einfachheit und Betriebssicherheit der Apparatur wurde 
eine hochempfindliche, edelgasgefiillte Zelle benutzt (Infram, G.m. b. H., 
Leipzig, Type: Phonopress ,,Spezial I‘‘, Form: M 122, maximale Betriebs- 
spannung: 135 Volt). Bei einer Betriebsspannung von 100 bis 135 Volt 
liefert diese Zelle bei den gegebenen minimalen Lichtintensitiéten noch 
immer einen Elektronenstrom, der, ohne Zwischenverstarker, in einem 
direkt angeschlossenen empfindlichen Elektrometer hinreichend grofe 
Aussehlige ergibt. Dies vereinfacht die MeBapparatur ganz wesentlich. 
Die apparative Anordnung entspricht der, wie sie in der VIII. Mitteilung 
beschrieben und abgebildet ist. 

Wegen der geforderten Trigheitslosigkeit mu8 die Verbindungsleitung 
zwischen Photozelle und Elektrometer verlustfrei isoliert (Bernstein- 
isolation) und kapazitaétsarm ausgefiihrt sein. Aus diesem Grunde ist die 
iibliche metallische Sockelung der Photozelle durch eine Bernsteinhiilse 
ersetzt und die leitende Verbindung zwischen Zelle und Elektrometer so 
kurz wie méglich aus 0,1 mm starkem Silberdraht hergestellt worden. Das 
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Photozellengehause (Zh) ist unmittelbar auf das Elektrometer (Em) aut- 
geschraubt, so daB die Kapazitaét der ganzen Anordnung nur wenige em 
betragt. 

Das MeBinstrument ist ein Einfadenelektrometer nach Lutz-Edelmann. 
Die Empfindlichkeit ist auch hier auf den praktisch erreichbaren Maximal- 
wert eingestellt (Schneidenabstand 3mm beiderseitig vom Faden, Schneiden- 
spannung + 60 Volt). Die jeweilig notwendige Empfindlichkeit wurde 
durch Anderung der Fadenspannung erreicht. 

Zur Erzeugung der’ ,,Fluoreszenzintensitéts-Zeitkurven’’ wird der 
Elektrometerfaden durch ein Mikroskopobjektiv mittels einer Niedervolt- 
lampe (8 Volt, 3,8 Amp.) in waagerechter Lage stark vergr6Bert auf den 
senkrechten Spalt einer Registriervorrichtung projiziert. Der Spalt ist 
so eng eingestellt, wie es die Empfindlichkeit des Aufnahmematerials 
(Agfa Iss-Platten, 20/10° Din) gestattet, um auch rascheste Bewegungen 
des Elektrometerfadens klar darstellen zu kénnen (Spaltbreite 0,1 mm). 
Hinter dem Spalt bewegt sich in waagerechter Richtung mit konstanter 
Geschwindigkeit eine photographische Platte vorbei. Entsprechend der 
Plattengeschwindigkeit schreibt der projizierte Faden auf diese Weise eine 
Elektrometerausschlag /Zeitkurve, die bei der beschriebenen Anordnung 
eine Kurve fiir die Intensitat der Fluoreszenz in jedem Zeitpunkt darstelit. 
Da der Elektrometerfaden senkrecht im Elektrometergehéiuse aufgespannt, 
waagerecht aber auf die Registriervorrichtung projiziert werden muB, ist 
ein Zeisssches Reversionsprisma (Rp) in den Strahlengang eingeschaltet, 
das die nétige Umklappung des Fadenbildes um 90° bewirkt (vgl. hierzu 
VIII. Mitteilung). 

Die Registriervorrichtung ist in den friiheren Mitteilungen, insbesondere 
in der VI. und VIII. der zitierten Reihe, ausfiihrlich beschrieben, und es 
sei deshalb fiir alle niheren Angaben auf diese verwiesen. 

Die Registrierplatte wird durch einen Synchronmotor tiber ein verstell- 
bares Zahnradvorgelege betrieben. Bei geeigneten Zahnradkombinationen 
lassen sich damit fiinf verschiedene Geschwindigkeiten einstellen. Es 
wurden folgende Plattengeschwindigkeiten fiir die 9 em lange Platte benutzt: 
3,2, 13 und 52 Sekunden, 3 Minuten und 8 Sekunden, 12 Minuten und 
30 Sekunden. An der Gleitbahn der Platte befinden sich Kontakte, die 
das Offnen und SchlieBen der VerschluBblende (B,) im Beleuchtungssystem 
bewirken und so eine maximale Ausniitzung der Platte fiir die Messung 
erlauben. 

f) Die Eichung der Apparatur, 

Nach den bisherigen Ergebnissen, die im wesentlichen die qualitative 
Seite der Erscheinung betreffen, schien der Zeitpunkt gekommen zu 
sein, die Apparatur in einen Zustand zu bringen, der vergleichbare 
quantitative Messungen durchzufiihren gestattet. Ein Teil der Ergeb- 
nisse der folgenden Mitteilungen ist zwar noch qualitativer Art, es sind 
jedoch alle Aufnahmen unter Bedingungen aufgenommen worden, die 
quantitative Bewertung zulassen. Es soll deshalb die Méglichkeit der 
quantitativen Gestaltung der Messung und der damit verbundenen 
Schwierigkeiten und Vorkehrungen gezeigt werden. 

Die Elektrometerausschlige sind nicht proportional zu den ein- 
gestrahlten Lichtintensitaten. Die Photozelle und vor allem das Elektro- 
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meter besitzen keine lineare Kennlinie. Beide zusammen ergeben 
Kichkurven, wie sie in Abb. 10 experimentell bestimmt worden sind. 
Der sich daraus ergebenden Skalenverzerrung ist durch Anwendung 
einer entsprechenden nichtlinearen Ordinatenachse Rechnung getragen 
worden. In den folgenden drei Abhandlungen wurde von dem Um- 
zeichnen in ein entsprechendes lineares Koordinatensystem abgesehen, 
da es prinzipiell nichts Neues ergeben wiirde. Zum Vergleich ist jedoch 

in Abb. 4 eine solehe Kurve 
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Abb. 4. Entzerrung einer Fluoreszenzregistrier- nahere physikalische Be- 
kurve. Kurve I ist eine Aufnahme, wie sie un- griindung eingegangen wer- 
mitclba von der Apperatureulmelioet wind; den, Dies wiitde tiber den 

Koordinatensystem ergibt sich Kurve IT. Rahmen dieser Arbeit hin- 
ausgehen. 

Die mit Edelgas gefiillte Zelle verdankt ihre hohe Empfindlichkeit 
der sogenannten StoBionisation der beigemengten Edelgasmolekiile. 
Besonders bei hohen ,,Saugspannungen‘‘! kann dieser Vorgang so weit 
gesteigert werden, da der durch das einfallende Licht primar ent- 
stehende Elektronenstrom nahezu verhundertfacht wird. Diese be- 
deutende Empfindlichkeitsverbesserung bringt andererseits einige Nach- 
teile mit sich, die unter Umstanden die MeBergebnisse entscheidend 
falschen und unbrauchbar machen kénnen. Eine hochempfindliche 
Zelle erlaubt jedoch einen besonders einfachen Aufbau der MeBanord- 
nung. Es wurde deshalb der gasgefiillten Zelle, trotz besagter Mangel, 
vor der ideal arbeitenden, aber sehr unempfindlichen Vakuumzelle der 
Vorzug gegeben. Letztere hatte notwendigerweise eine mehrstufige 
Verstarkung erfordert, die weitere apparative Schwierigkeiten mit sich 
gebracht hatte. 


1 H. Geffeken u. H. Richter, Die Photozelle in der Technik. Berlin, 
Deutsch-Literarisches Institut, G. Schneider, 1939. 
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Im folgenden sollen alle die UnregelmaBigkeiten der gasgefiillten 
Photozelle kurz besprochen werden, die Einflu8 auf die MeBergebnisse 
haben und Anlaf zu Verfalschungen geben kénnen. 


1. Die Empfindlichkeitsschwelle der Photozelle. Abb. 5 zeigt stark 
schematisiert die Abhangigkeit des Photostromes von der Lichtintensitat 
bei sehr geringen Lichtintensitaten. Aus ihr geht hervor, da die 
Photozelle in der Nahe des Nullpunktes eine abnorme Unempfindlichkeit 
aufweist. Im Punkt S, den wir die Empfind- 
lichkeitsschwelle nennen wollen, besitzt die 
Kurve eine scharf ausgepriigte Unstetigkeit. 
Erregen wir die Photozelle momentan mit 
einer Intensitét won der GréBenordnung 
der Schwelle, so vermag die Zelle der 
Anderung nicht unmittelbar zu folgen, son- 
dern stellt sich, nach Durchlaufen einer 
charakteristischen Kurve, erst nach einer 


Photostrom 


gewissen Zeit auf den entsprechenden Wert 
ein. In Abb. 6 wurde eine derartige Kurve (1) S 








aufgenommen. Die dariiber gezeichnete Lichhintonsiti 


Kurve (II) deutet den tatsachlichen Verlauf Abb. 5. Der Photozellenstrom 
in Abhingigkeit von sehr a 
. é ringen Lichtintensitaten (sche- 
der Apparatur aufgezeichnet werden miiBte. matisch), S = Empfindlich 
keitsschwelle. 


der Lichtintensitat an, wie er eigentlich von 


Von Wichtigkeit ist die Beobachtung vor 
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Abb. 6. Verzerrung des Kurvenanfangs Abb. 7. Kontrolikurve bei etwas 
bei sehr geringen Lichtintensitiiten und gréGerer Lichtintensitaét mit typischer 
Uberschreiten der Empfindlichkeits- Anfangsverzerrung, verursacht durch 
schwelle S. die Empfindlichkeitsschwelle S. 


allem deshalb, weil dieser Effekt sich nicht nur auf die spezielle 
Schwellenintensitaét beschrinkt. Vielmehr zeigen alle Kurven, die ge- 
niigend steil tiber die Schwelle hinwegfiihren, mehr oder weniger stark 
eine Spur davon, Abb. 7 stellt eine Kontrollkurve dar, wie sie iiblicher- 
weise vor jeder MeBserie an einer konstant fluoreszierenden Chloro- 











150 H. Kautsky u. U. Franck: 


phyllésung aufgenommen wird. Sie besitzt deutlich ausgepragt eine 
solche Verzerrung. 

Die Erscheinung hat anfangs zu MiBverstandnissen in der Deutung 
der Pflanzenfluoreszenzkurven gefiihrt. Sie muBte, nachdem sie als 
apparateeigen erkannt worden war, irgendwie beseitigt werden. Dies 
ist auf sehr einfache Weise méglich gewesen. Abb. 5 zeigt, daB die 
Photozelle fiir die Messungen nur oberhalb der Schwelle brauchbar 
ist. Wir vermeiden den stérenden Anfangsteil, indem wir die Zelle 
standig, auch wahrend der Messung, einer kon- 
stanten Hilfsbelichtung aussetzen, die so groB be- 
messen wird, daB eben die Schwelle iiberschritten 
N ist. Hierdurch wird in Abb. 5 der Arbeitsbereich 
um einen bestimmten Betrag bis iiber die Schwelle 
hinaus nach rechts verschoben. Die Hilfsbelichtung 
gestaltete sich bei der beschriebenen Apparatur 
sehr einfach. Von der Lampe (Q.) (vgl. Abb. 2) 
des Elektrometers dringt durch die transparente 


Lichtintensitat 











_— Bernsteinisolation auch eine Spur Licht bis in das 
0 QSsec 
Abb. 8. 
Der Uberausschlag. 


Photozellengehéiuse. Dieses ist anfanglich zum 
Schutze der Zelle sorgfaltig abgeblendet worden. 
Es stellte sich jedoch nach Wiederbeseitigung der 
Abblendung heraus, da’ diese Lichtmenge eben geniigte, die be- 
nétigte Hilfsbelichtung zu bewirken. Es konnte auf diese Weise 
auf den Einbau einer besonderen Lichtquelle verzichtet werden. Da 
die Lage des Nullpunktes aber von nun an von der Lampe ((Q.) ab- 
hangig ist, wurde deren Helligkeit standig kontrolliert und eventuell 
am Widerstand (&;) korrigiert. In Abb. 2 ist der optische Weg dieses 
Lichtes durch einen gestrichelten Pfeil angedeutet. 

2. Der Uberausschlag. Der stérende Einflu8 der Empfindlichkeits- 
schwelle der Photozelle ist nun beseitigt. Die Registrierkurven sind 
aber unter Umstinden noch nicht voéllig fehlerfrei. Im Belichtungs- 
beginn zeigt sich oft, besonders bei hohen Zellspannungen, ein kurz- 
zeitiger Uberausschlag des Elektrometerfadens. Abb. 8 gibt ein Beispiel 
hierzu. Die Abhangigkeit des Uberausschlages von der Zellspannung 
1aBt vermuten, daB die Ursache auch hier in der Photozelle zu suchen 
ist. Bei allen kurzzeitigen Fluoreszenzmessungen macht sich der Uber- 
ausschlag listig bemerkbar, da er gerade den wichtigsten Kurventeil, 
den Kurvenanfang, erheblich stéren kann. Beseitigen laBt sich dieser 
Effekt offenbar nur durch Anwendung méglichst niedriger Zellspannun- 
gen. Das ist jedoch nicht immer méglich, da andererseits hierdurch 
die Empfindlichkeit der Apparatur stark verringert wird. Um vor 
derartigen Falschungen sicher zu sein, wurde vor jeder Aufnahmeserie 
durch eine ,, Leeraufnahme“ der Uberausschlag bestimmt und gegebenen- 
falls bei der Auswertung der Messung beriicksichtigt. 
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3. Die Zellermiidung. Bei langdauernden Fluoreszenzmessungen 
von tiber 5 Minuten Dauer macht sich ein Ermiiden der Photozelle in 
steigendem MaBe bemerkbar!. 


Die Ermiidung wurde dadurch vermieden, daB bei langerer Meb- 
dauer die Photozelle nur kurzzeitig zwischen lingeren Dunkelzeiten 
belichtet wurde. Zu diesem Zweck befindet sich zwischen Pflanzen- 
objekt und Photozelle die Blende (B,) (vgl. Abb. 2). Sie wird von einer 
automatischen Schaltvorrichtung (!7,) gesteuert. Nach 5 Sekunden 
Belichtungszeit folgt jedesmal eine Erholungsperiode von 10 Sekunden. 
Es kénnen auf diese Weise Messungen von Stundendauer bei volliger 


— Fluorescenzkurve 
(Uva fact) 


Nontrollkurve 
(Glimmlampe 





OMin. 15 Min 


Abb. 9. Ausschnitt aus einer Registrierkurve langer Registrierzeit. 
Fluoreszenzkurve (Ulva lactuea), Kontrollkurve (Glimmlampe), Nullinie. 


Empfindlichkeitskonstanz durchgefiihrt werden. Um jedoch dariiber 
eine standige Kontrolle zu haben, wurde eine kleine, stark abgeblendete 
Glimmlampe (G/) in das Photozellengehiuse eingebaut. In den Dunkel- 
perioden schaltet der Automat (U’,) diese Lampe 2 Sekunden lang ein 
und erzeugt auf der Registrietplatte die Eichkurve ihrer konstanten 
Lichtintensitét. Der Apparat schreibt auf diese Weise gleichzeitig 
drei Punktkurven auf die Registrierplatte: 1. die eigentliche MeBkurve, 
2. die Kontrollkurve der konstanten Helligkeit der Glimmlampe, 
3. die Nullpunktskurve. Anderungen in der Empfindlickkeit oder in 
der Lage des Nullpunktes sind dadurch wahrend der Messung zu jedem 
Zeitpunkt erkennbar. Abb. 9 zeigt eine solche Aufnahme. SchlieBlich 
sei erwahnt, daB Registrierkurven dieser Art durch ihren rhyt! mischen 
Aufbau gleichzeitig eine Zeitmarkierung besitzen, die die Auswertung 
sehr erleichtert. 


1 Vgl. hierzu: H. Janssen, Untersuchungen iiber Ermiidungs- und 
Erholungserscheinungen an gasgefiillten Alkaliphotozellen. Diss. Kiel 1933. 
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g) Die Einstellung der Lichtintensitat, 

Bei einigen Versuchen war es noétig, die eingestrahlte Lichtintensitat 
in definierter Weise zu andern, Sehr bequem und fiir den geforderten 
Zweck hinreichend genau erwies sich die Lichtschwachung durch diinn- 
faidige Schleier. Es wurde ein Satz von 10 solechen Schleiern benutzt, 
die, zwischen Glasplatten gefaBt, in dem Gestell (@) (vgl. Abb. 2) in 
den Strahlengang eingesetzt wurden. Aus dem gleichen Gewebsstiick 
hergestellt, gaben sie alle, wie festgestellt wurde, die gleiche Intensitats- 
schwachung und lieferten so eine definiert abgestufte Intensitatsskala. 


h) Die Einstellung der Lichtempfindlichkeit, 

Die Fluoreszenzfahigkeit des biologischen Materials ist oft ver- 
schieden. An diese muB sich der Apparat weitgehend anpassen kénnen. 
Ferner ist es zweckmabig, bei allen Messungen mit verschiedenen Licht- 
intensitaéten, wie sie in dieser Arbeit haufig durchgefitithrt wurden, die 
Apparateempfindlichkeit der jeweiligen Intensitat entsprechend ein- 
zustellen, Es ist aus diesen Griinden eine bequeme und standig reprodu- 
zierbare Einstellbarkeit der Empfindlichkeit erforderlich. 

Es bestehen vor allem zwei Méglichkeiten, dies zu erreichen: 

1. Empfindlichkeitsinderung des Elektrometers durch Regulierung der 

Fadenanspannung, 

2. Empfindlichkeitsinderung der Photozelle durch Verwendung ver- 
schiedener Zellspannung. 

Alle titbrigen Faktoren, die EinfluB auf die Empfindlichkeit haben 
[Abstand und Spannung der Elektrometerschneiden, ferner die Grobe 
des Ableitewiderstandes (Wa) der Photozelle| sind stets konstant 
gehalten worden. 

- Von groBer Wichtigkeit fiir die Auswertung der Messungen ist die 
Moglichkeit, Aufnahmen verschiedener Apparateeinstellung vergleichbar 
zu machen. Die Theorie des Einfadenelektrometers! liefert keine 
Moéglichkeit, direkt aus den beobachteten Ausschligen ein Ma fiir 
die angelegte Spannung zu berechnen (wie es z. B. fiir das Quadrant- 
elektrometer der Fall ist). Vielmehr ist hier, auch bei relativen 
Messungen, stets eine EKichung notwendig. Streng genommen_ be- 
nétigt man fiir jede Apparateeinstellung eine besondere Eichkurve. 
Schon bei nur zwei Einstellméglichkeiten (in diesem Falle: Faden- 
anspannung und Zellspannung) fiihrt dies jedoch zu dauernden 
lastigen EKichungen. Beschrankt man sich z. B. nur auf 10 verschiedene 
Fadenanspannungen und 10 verschiedene Zellspannungen, so waren 


1 Vgl. hierzu Geiger-Scheel, Handb. d. Phys. XII, 404, 1927, und J; J. 
Thomson, Elements, 1921, 8S. 77 
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zu ihrer Beherrschung allein 100 Eichkurven nétig. Es liegt deshalb 
nahe, zur Vereinfachung dieser Verhaltnisse irgendeine mathematische 
Beziehung zwischen den méglichen Eichkurven zu suchen, so da aus 
der Kenntnis einer Kurve durch geeignete Rechnung jede_ beliebige 
andere, wenigstens in einer hinreichenden Annaherung, zu bestimmen ist. 
Abb. 10 zeigt die Eichkurvenschar fiir die Abhangigkeit des Elektro- 
meterausschlages von der eingestrah!ten Lichtintensitat bei verschie- 
denen Fadenanspannungen 
als Parameter (Elektro- 7 
meter und Photozelle wer- L 
den zusammen als eine 7 Fa 
Funktionseinheit —behan- V4 
delt). Die Zellspannung Wj, 
ist fiir alle Eichkurven die- : ) ~~ 
selbe. Die Abbildung zeigt, ; / 
daB alle Kurven fiir das / 
untersuchte Empfindlich- 
keitsintervall untereinan- 
der affin sind (jedoch nur 









im praktischen Sinne, nicht 
aber im streng physika- 





lisch-mathematischen). Das 
bedeutet aber, daB sie alle 


FleAtrometerausschlage 


untereinander nur durch 
Proportionalitatsfaktoren 
verschieden sind, Die Ab- 
weichungen betragen fiir 





den untersuchten Arbeits- 
bereich maximal 2%. 
Ungiinstiger liegen die 


Verhaltnisse bei Anderun- 





gen der Zellspannung. 
Nach Moglichkeit wurde J 
z > Abb. 10. Eichkurven der MeGapparatur fiir ver- 
diese konstant gehalten, schiedene Fadenanspannungen bei konstanter Zell- 
. = . spannung. Die Kurven lassen sich durch affine Ab- 
US al sic é _] H ; ; - ‘ . ‘ 
Ei laBt ich abe r auch bildung in eine iiberfiihren (gestrichelte Kurve durch P). 
hier die zugehérige Eich- 


Lichtintensitat 


kurvenschar durch eine Schar affiner Kurven annahern, die dann in 
gleicher Weise wie eben berechenbar sind. Die Abweichungen kénnen 
jedoch unter Umstanden relativ gro8 werden, so daB die Rechnung 
hier mehr orientierenden Charakter besitzt. 

Sollen nun Versuchsergebnisse verschiedener Apparateeinstellungen 
unter gemeinsamem Gesichtspunkt ausgewertet werden, so ,,reduziert™ 
man sie durch Multiplikation mit den entsprechenden experimentell 
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ermittelten Faktoren der Fadenanspannung und der Zellspannung auf 
eine willkiirlich gewahlte Grundeichung und kann sie jetzt direkt 
quantitativ vergleichen. Das Einfadenelektrometer in Kombination 
mit einer gasgefiillten Photozelle ist einer anderen einfacheren mathe- 
matischen Behandlung wohl nicht zugénglich. Diese Methode mag im 
ersten Augenblick kompliziert erscheinen, sie wird aber dadurch gerecht- 
fertigt, daB fiir solche extreme Bedingungen, wie sie bei den Messungen 
rascher Anderungen schwacher Fluoreszenzintensitaten an biologischem 
Material vorliegen, eine Apparatur, die unmittelbar das Geforderte 
leistet, bisher nicht existiert. 


i) Der Verlauf einer Messung (Verg!. Abb. 2). 

Vor der eigentlichen Messung wird durch eine ,,Leeraufnahme* 
an einer acetonischen Chlorophyllésung an Stelle des Pflanzenobjekts 
das einwandfreie Arbeiten, insbesondere Konstanz und Tragheitslosig- 
keit, der Apparatur gepriift. Nun kann das Versuchsobjekt (vgl. folgende 
Mitteilung X) in die Kiivette (Vk) eingesetzt werden. Sie wird im Falle 
der bisher meist benutzten Alge Ulva lactuca mit frischem Seewasser 
gefiillt und in den Trog (7’) der Apparatur eingesetzt und justiert. Das 
zum Versuch nétige Gasgemisch wird im Apparateteil ,,F** (vgl. Abb. 2) 
hergestellt, die Strémungsgeschwindigkeit im  Kapillarstrémungs- 
messer (Km) bestimmt und die Leitung mit der Versuchskiivette ver- 
bunden. Das aus der Kiivette austretende Gas wird in den Apparate- 
teil ,,C** geleitet, wo es durch das Rotameter (Rm) und die Mariottesche 
Flasche (Vf) noch einmal gemessen wird. 

Zur Temperierung wird der Thermostat (7h) auf die gewiinschte 
Temperatur, eventuell unter Benutzung des Kiihlreservoirs, eingestellt 
und in Betrieb gesetzt. Das Ganze verbleibt nun etwa 40 Minuten im 
Dunkeln, damit die Pflanze véllig in den stationiéren Dunkelzustand 
iibergeht, der grundsatzlich Vorbedingung fiir jede Messung ist. In 
dieser Zeit stellt sich auch die Temperatur und das Gasgemisch noch 
endgiiltig ein. Es kann dann an der Stelle X fiir eine genaue Gas- 
analyse eine Probe entnommen werden. 

Nun kann bei geschlossener Blende (8,) die Lampe (Q;) und der 
Féhn (F6) eingeschaltet und reguliert werden. Die Elektrometer- 
beleuchtung (Q.) ist schon etwas friiher eingeschaltet worden, damit 
sich der Faden des Instruments an die von der Lampe (Qs) ausgehende 
Warme anpaBt und konstant einstellt. Die Elektrometerschneiden 
erhalten jetzt die nétige Aufladung von + 60 Volt [Schalter (S,4)]. 
Die Photozelle wird am Schalter (S;) enterdet und erhalt die fiir die 
notige Empfindlichkeit errechnete Spannung. In gleicher Weise wird 
auch die Fadenanspannung fiir die beabsichtigte Messung festgelegt 
und an der Schraube (F's) eingestellt. Nachdem noch die Registrier- 
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vorrichtung in die Ausgangsstellung gebracht, ihre Geschwindigkeit 
eingestellt und die photographische Platte eingesetzt worden ist, kann 
die Messung beginnen. 

Der Synchronmotor wird angeworfen. Die Registriervorrichtung 
6ffnet nun selbsttatig durch einen Kontakt die Blende (B,), sobald die 
Registrierplatte hinter dem Spalt erscheint. Das Licht fallt dadurch 
auf das Pflanzenobjekt und erregt dieses zur Fluoreszenz, deren Inten- 
sitat so lange auf der Platte registriert wird, bis durch einen zweiten 
Kontakt die Blende wieder automatisch geschlossen wird. Damit ist 
die Messung zu Ende. 

Sollen anschlieBend an dem gleichen Versuchsobjekt weitere 
Messungen durchgefiihrt werden, so mu es wieder wie zuvor langere 
Zeit im Dunkeln verbleiben, damit der wahrend der Belichtung ent- 
standene ,,Lichtzustand‘t wieder ganzlich in den stationaren Dunkel- 
zustand tibergeht. Dieser Vorgang, der fiir die Untersuchungen von 
wesentlichem Interesse ist, wird in den folgenden Mitteilungen beriick- 
sichtigt werden. Er ist stark von der Temperatur abhangig. Bei tiefen 
Temperaturen sind deshalb vor jeder Aufnahme sehr lange Dunkel- 
zeiten notig. Um diese abzukiirzen, wird der Kiivetteninhalt voriiber- 
gehend auf 20 bis 36° erwarmt. Hierfiir dient der erwihnte Warm- 
wassererzeuger, der durch die Hahne (#/,) und (#,) in die Zirkulations- 
leitung des Thermostaten eingeschaltet werden kann. Nach dieser Zeit 
wird die Kiivette wieder auf die nétige Versuchstemperatur gebracht 
und die nachste Aufnahme kann beginnen. 

Die beschriebene Apparatur kann ganz allgemein, auch auBerhalb 
des physiologischen Bereichs, dazu verwendet werden, in Systemen 
beliebigen Aggregatzustandes rasche Anderungen geringer  Licht- 
intensitaten objektiv aufzuzeichnen. 


Biochemische Zeitschrift Band 315. 














Chlorophylifluoreszenz und Kohlensiiureassimilation. 
X. Mitteilung: 
Die Chlorophylifluoreszenz von Ulva lactuea und ihre Abhingigkeit von 
Temperatur und Lichtintensitat. 
Von 
Hans Kautsky und Ulrich Franek!. 
(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Leipzig.) 

(Eingegangen am 12. Februar 1913.) 


Mit 12 Abbildungen im Text. 


Aus den bisherigen Mitteilungen I bis VIII geht hervor, daB das 
Phanomen der Fluoreszenzinderungen griiner Pflanzen in starkem 
MaBe von déuBeren und inneren Faktoren abhangig ist und daB die 
Kenntnis hiervon wertvolle Hinweise zu seiner Aufklarung zu geben 
vermag. Jedoch beschranken sich diese Untersuchungen nur auf einige 
spezielle Fragen und das Bild, das man sich von der Erscheinung bisher 
machen kann, ist durchaus noch nicht vollstaéndig. In dieser Arbeit 
ist es deshalb unternommen worden, unter verbesserten apparativen 
Bedingungen die Abhangigkeit der Fluoreszenzinderungen von den 
zunaichst wichtigsten Faktoren mit méglichster Vollstandigkeit syste- 
matisch zu untersuchen. Es waren hierfiir die gleichen Gesichtspunkte 
maBgebend, wie sie bei den Untersuchungen der Photosynthese von 
jeher mit Erfolg angewendet werden; denn sowohl die Assimilation, 
wie auch der in der Fluoreszenz zum Ausdruck kommende Vorgang 
sind energetisch in gleicher Weise an das Chlorophyll gebunden und 
stehen méglicherweise in engstem Zusammenhang. 

Fiir den naturgegebenen Zustand der Pflanze kommen in erster 
Linie in Frage: 1. als physikalische Faktoren: Temperatur und Licht- 
intensitat; 2. als chemische Faktoren: die Konzentration des Sauerstoffs 
und des Kohlendioxyds. Ferner werden zur Klaérung spezieller Fragen 
zuweilen naturfremde Einfliisse herangezogen, wie Gifte, oberflachen- 
aktive Stoffe und andere. Es sei jedoch schon an dieser Stelle hervor- 
gehoben, daB grundsatzlich nur reversible Beeinflussungen zugelassen 
und untersucht worden sind. Am Schlu8 jeder Versuchsreihe wurde 
deshalb mit Hilfe von Fluoreszenzkurven die Unversehrtheit des Objekts 
besonders gepriift. Diese Abhandlung befaBt sich mit dem EinfluB 
der Temperatur und der Lichtintensitat auf die Form der Fluoreszenz- 


1 U. Franck, Diss. Leipzig, April 1941. 
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kurve der Meeresalge Ulva lactuca. In Abhandlung XI folgen dann, 
unter gleichzeitiger Beriicksichtigung der hier behandelten Faktoren, 
die Untersuchungen iiber den EinfluB der Kohlensaiure, des Sauerstoffs 
und oberflaichenaktiver Stoffe. 


a) Die untersuchte Pflanze, 

Von gleicher Bedeutung wie die Zuverlassigkeit der MeBmethode 
ist die des Pflanzenmaterials, dessen Fluoreszenzinderungen gemessen 
werden sollen. Die Fluoreszenzinderungen konnte man bis jetzt bei 
jeder daraufhin gepriiften griinen Pflanze beobachten. Es eignen sich 
jedoch nicht alle Pflanzen gleich gut fiir unsere Messungen. In der 
VIII. Mitteilung! ist eine Griinalge beschrieben, die sich fiir Fluoreszenz- 
messungen als recht brauchbar erwiesen hat, und die in der Literatur 
zuweilen auch bei Assimilationsuntersuchungen neben Chlorella und 
anderen Algen erwahnt wird. Es ist die Ulva lactuca, eine Meeres- 
griinalge von sehr einfacher konstanter Struktur. 

Ihr Thallus besteht nur aus einer Art Zellen, die in zwei parallel iiber- 
einanderliegenden Schichten angeordnet sind. Die Alge bildet so gréBere 
homogene, griine, sehr transparente Flichen, aus denen sich, wie aus einem 
Blatt Papier, leicht geeignete kreisf6rmige Flaichenstiicke mit der Schere 
herausschneiden und in dem Objekthalter befestigen lassen. In gleicher 
Weise kénnte man auch aus Laubblattern geeignete Flichenstiicke heraus- 
schneiden. Diese besitzen aber vielfache Nachteile gegeniiber der Ulva. 
Ihr Fluoreszenzverhalten ist von den auBeren Wachstumsbedingungen, die 
oft starkem Wechsel unterworfen sind, und von dem jeweiligen Entwicklungs- 
zustand der Pflanze stark abhangig. Das gleiche gilt fiir ihren inneren 
Aufbau, der in Hinblick auf Anzahl, Anordnung und Art der Zellen sehr 
kompliziert ist. Die Zellzwischenréiume sind lufterfiillt, die Transparenz ist 
infolgedessen viel geringer als bei der Ulva. Innerhalb der Blatter fallt 
die Intensitat des eingestrahlten Lichtes stark ab, die Belichtungsbedingun- 
gen fiir die einzelnen Zellen sind nicht vergleichbar und damit die Be- 
dingungen zur Messung des Einflusses bestimmter Lichtintensitaten auf 
die Fluoreszenz ungiinstig. Der Gaswechsel der Blatter erfolgt durch Spalt- 
6ffnungen, deren Offnungsgrad von den AuBenbedingungen abhidngt. Alle 
diese Umstinde zeigen, daB die Wahl der Ulva gegeniiber Laubpflanzen 
recht vorteilhaft ist. 

Eine Verallgemeinerung der an der Ulva gewonnenen Ergebnisse 
ist insofern zulassig, als dieselben Fluoreszenzmerkmale bei allen Pflanzen 
in gleicher Folge auftreten. Die Geschwindigkeiten des Ablaufs einzelner 
fluoreszenzverandernder Vorgange sind aber von der Art und den 
Lebensbedingungen der Pflanzen abhaingig. Es bestehen also, soweit 
es sich bisher tibersehen lat, keine qualitativen, sondern nur quanti- 
tative Unterschiede in den Geschwindigkeiten der gleichen Reaktionen 
bei verschiedenen Pflanzen. 


1H. Kautsky u. R. Eberlein, diese Zeitschr. 302, 138, 1939. 
11* 
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In entgegenkommender Weise ist uns fiir diese Untersuchungen sowohl 
von der Staatlichen Biologischen Anstalt auf Helgoland wie vom Deutsch- 
italienischen Institut fiir Meeresbiologie in Rovigno (Istrien) regelmaBig 
Ulva lactuea zur Verfiigung gestellt worden. Beiden Instituten sei auch an 
dieser Stelle bestens dafiir gedankt. 

Die Ulva lactuca bleibt, in geeignet vorgerichteten Aquarien 
(Abhandlung VIII) gehalten, langere Zeit frisch, so daB& zu jeder Zeit 
brauchbares Material zur Verfiigung stand. Im Sommer machte sich 
eine besondere Kiihlung der Aquarien nétig. Zu diesem Zweck wurde 
stindig Leitungswasser durch vielfach gewundene Glasréhren durch 
die Aquarien in Hohe des Wasserspiegels geleitet. Die Temperatur 
konnte so, auch an den heibesten Tagen, unter 14° gehalten werden. 
Die Aquarien standen an Nordfenstern. 

Vor jeder Messung wird ein gesundes und méglichst gleichmaBiges 
Stiick von einem Thallus der Alge abgeschnitten, in frischem Meerwasser 
griindlich gewaschen und in den Objekthalter eingesetzt. Uberragende 
Algenteile werden sorgfaltig beseitigt, damit nur der vom Objekthalter 
umschlossene Teil gemessen wird. Eine Alge ist in der Kiivette 3 bis 
4 Tage lang ohne Bedenken verwendbar, wenn sie von Zeit zu Zeit 
Licht erhalt. Es lassen sich so an einem Exemplar 30 bis 40 Aufnahmen 
durchfiihren. Fiir vergleichende Messungen ist dies sehr wertvoll, da 
Alge, Apparateeinstellung und Justierung fiir alle in Betracht kommen- 
den Aufnahmen bequem konstant gehalten werden kénnen. 


b) Normalkurven, 


Die Abb. 1, 2 und 3 zeigen Originalaufnahmen, die mit der in 
Abhandlung [X beschriebenen Apparatur bei verschiedenen Registrier- 
geschwindigkeiten an Ulva lactuca unter ,,Normalbedingungen“ auf- 
genommen worden sind. 

Unter Normalbedingungen wollen wir, wie es auch in den friiheren 
Mitteilungen geschehen ist, folgende willkiirlich gewaihlten, bequem repro- 
duzierbaren AuBenbedingungen verstehen: Temperatur: 20°C, Licht- 
intensitat: wie sie maximal von der verwendeten Anordnung entwickelt 
wird (~ 40 energetische HK), Versuchsgas: Luft mit 0,49 CO, bei Normal- 
druck. 

Diese Festsetzung dient lediglich dem Zweck, eine Vergleichsméglich- 
keit fiir die Mannigfaltigkeit aller méglichen Kurvenformen zu schaffen, 
die bei ein und demselben Pflanzenobjekt bei verschiedenen AuBenbedin- 
gungen auftreten kénnen. 


Solche Normalaufnahmen dienten vor jeder Messung als Standard 
zur Entscheidung fiir den einwandfreien Zustand und die Brauchbarkeit 
des zu verwendenden Pflanzenobjekts und nach der Messung zur Kon- 
trolle der Reversibilitat der angewandten Versuchsbedingungen. Beide 
Normalkurven, am Anfang und am Ende der Mefreihe, miissen stets 
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Abb. 1. Normalaufnahme, 3,2 Sekunden, von Ulva lactuea. J 40 HK, Luft, ¢ 20°. 
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Abb. 2. Normalaufnahme, 50 Sekunden, von Ulva lactuca. J 40 HK, Luft, ¢ = 20°. 
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Abb. 3. Normalaufnahme, 3 Minuten, von Ulva lactuea. J = 40 HK, Luft, ¢ 20°. 
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vollig iibereinstimmen. Die Fluoreszenzinderungen wahrend der 
Induktionsperiode stellen offenbar einen recht empfindlichen Indikator 
fiir den inneren Zustand der assimilierenden Zelle dar, wie es sich bei 
den vorliegenden Untersuchungen dauernd bestitigte. Es ergibt sich 
hier méglicherweise fiir die Pflanzenbiologie ein aussichtsreiches An- 
wendungsgebiet der Fluoreszenzmessungen. 

In den wiedergegebenen Aufnahmen fallt im ersten Augenblick 
die reich gegliederte, dabei jedoch mathematisch gesetzmaBig an- 
mutende Form der Kurven auf. Es mu eine groBe Zahl von sehr 
verschiedenen Vorgangen sein, die sich in der Umgebung des Chloro- 
phylls abspielen und sich in dessen Fluoreszenz ausprigen. Um so 
bemerkenswerter ist es deshalb, dafS diese Kurven bis in ihre letzten 
Kinzelheiten beliebig oft wiederholbar sind. Man erhalt hierbei iiber- 
einstimmende Kurven, die, tibereinandergelegt, sich véllig decken. Es 
mu nur dafiir gesorgt werden, daB die AuBenbedingungen streng 
konstant gehalten werden und da der Dunkelzustand zuvor wieder 
vollig hergestellt worden ist. 

Es fallt ferner an den Kurven auf, wie rasch die Anderungen ver- 
laufen. Man ist von endothermen photochemischen Reaktionen gewohnt, 
daB sie immer lange Zeit benédtigen. Das einstrahlende Licht besitzt 
eine Energiedichte, die fiir chemische Reaktionen so minimal ist, daf 
erst lange Zeiten vergehen miissen, ehe eine meBbare Veranderung 
beobachtbar wird, Von diesem Standpunkt aus betrachtet erscheinen die 
hier beobachteten raschen Fluoreszenzinderungen, die mitunter nur 
eine Zehntelsekunde benétigen, sehr merkwiirdig und unverstandlich. 
Auf diese fiir das Verstiéndnis der Erscheinung wichtige Tatsache soll 
spater noch naher eingegangen werden. 

Je nach der Geschwindigkeit der Registrierung erscheinen ent- 
sprechende Kurventeile mehr oder weniger in der Abszissenrichtung 
zusammengedriickt oder auseinandergezogen. In der Aufnahme Abb. 3 
z. B. sieht man das Fluoreszenzmaximum, das den Abb 1 und 2 die 
charakteristische Form verleiht, nur als einen noch eben erkennbaren 
Strich. In Abb. 2 lést er sich jedoch schon zu einem Maximum auf 
und zeigt in Abb. 1 seinen besonderen Bau. Es ist aus diesem Grunde 
bei allen folgenden Aufnahmen der MaSstab der Zeitachse und die 
davon abhangige Kurvenverformung zu beachten. Beziiglich des nicht- 
linearen MaBstabes der Ordinatenachse gilt das in Abhandlung IX 
auf S. 148 Gesagte. 

Es sind folgende charakteristische Merkmale festzustellen: Die 
Fluoreszenz beginnt mit einem bestimmten Tilgungsgrad ,,Anfangs- 
tilgung’. Die Lage des eigentlichen Kurvenanfangs zeichnet die 
Apparatur nicht mit Gewibheit auf, da die Fluoreszenz mit einem sehr 
raschen Anstieg beginnt und der Elektrometerfaden, trotz seiner raschen 
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Einstellgeschwindigkeit von 1/j9) Sekunde, fiir solche rasche Anderungen 
noch zu trage ist, um den eigentlichen Beginn der Kurve erkennen zu 
lassen. Aus der Anfangstilgung erhebt sich der ,,Fluoreszenzanstieg*, 
welcher in einigen Zehntelsekunden ein Maximum (.V/,) erreicht. Die 
Fluoreszenz fallt dann in einer eigenartig geformten Kurve, dem ,,Flu- 
oreszenzabfall*, allmahlich zu einem Minimum ab, um sich spater unter 
Umstanden noch einmal zu einem flacheren Maximum (./3) zu erheben, 
ehe die Fluoreszenz den ,,stationdren Zustand erreicht. 

Betrachten wir die Kurven naher so erscheint eine weitere Gliede- 
rung. Der Anstieg ist nicht einheitlich, so klein der Zeitraum auch ist 
den er umfaBt, sondern enthalt im Fluoreszenzanstieg eine typische 
Depression (),) (nur in Abb. 1 sichtbar). Ahnliche Depressionen er- 
kennen wir auch im Fluoreszenzabfall in Abb. 2 bei (),) und schlieBlich 
in Abb. 3 bei (Ds) und (D4). Sie treten regelmaBig und gesetzmaBig 
auf und geben beim Studium, besonders in bezug auf die BeeinfluBbar- 
keit durch AuBenfaktoren, wichtige Anhaltspunkte. Die Depressionen 
(D3) und (4) sind zunachst von untergeordneter Bedeutung, da sie 
oft nur schwach erkennbar sind und zuweilen ineinanderflieBen oder 
ganz fehlen. Sie geben jedoch einen Hinweis dafiir, wie verwickelt 
und reichhaltig die Erscheinung in Wirklichkeit ist, verwickelter, wie 
es visuelle Beobachtungen je vermuten lieBen. 


¢) Zur Deutung der Fluoreszenzkurven, 


Was bedeuten die zeitlichen Anderungen der Chlorophyllfluoreszenz 7 
Wodurch kann iiberhaupt die Fluoreszenzausbeute eines Systems bei 
konstanter Intensitaét des erregenden Lichtes veraindert werden? Die 
Lichtabsorption fiihrt primar zur Bildung angeregten Chlorophylls (Ch*). 
Normalerweise geht die Anregungsenergie rasch in andere Energie- 
formen iiber, von denen als wesentlichste Licht, chemische Energie und 
Warme in Frage kommen. 

- Licht (Fluoreszenz) 

Ch* — -+ Chemische Energie (photochemische Reaktion) 

“\. Wiirme (Energiezerstreuung) 
Vom Standpunkt der photochemischen Ausbeute der absorbierten 
Lichtenergie bedeutet die Umwandlung der Anregungsenergie in Licht, 
die Fluoreszenz, einen Verlust, die Umwandlung in Warme eine Ent- 
wertung der fiir photochemische Umwandlungen in dem System zur 
Verfiigung stehenden Anregungsenergie. Je gréBer die Anzahl der 
absorbierten Lichtquanten ist, welche nicht wieder in Licht verwandelt 
werden, um so geringer wird die Fluoreszenz sein. Hat der Tilgungsgrad 
der Fluoreszenz des Systems seine Ursache in einer Zerstreuung der 
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Anregungsenergie durch Umwandlung in Warme, so wird er auch bei 
langerer Belichtungsdauer unveranderlich bleiben, weil in diesem Falle 
der Zustand des Systems, auBer einer geringen Erwarmung durch 
konstante Lichteinwirkung, keine weitere Veranderung erfahren kann. 
Diejenige Tilgung aber, welche ein Ausdruck photochemischer Ver- 
anderung des Systems ist, wird auch zeitliche Verénderungen der 
Fluoreszenzausbeute bewirken kénnen, weil infolge der Belichtung 
Stoffe, welche die Fluoreszenz bewirken oder sie beeinflussen, ver- 
schwinden oder entstehen kénnen. Wir schlieBen daraus, da den 
beobachteten Fluoreszenzinderungen der griinen Pflanze chemische 
Vorginge zugrunde liegen. Es liegt nahe, die Fluoreszenzinderungen 
auf eine Wechselwirkung angeregten Chlorophylls mit Stoffen zuriick- 
zufiihren, deren dadurch bewirkte Konzentrationsinderungen in dem 
Tilgungsgrad der Fluoreszenz unmittelbar zum Ausdruck kommen. 
Nachdem das Chlorophyll dabei keine nachzuweisenden dauernden 
Veranderungen erfahrt, ist es als Sensibilisator der in seiner unmittel- 
baren Umgebung sich abspielenden Vorgange aufzufassen. Die An- 
nahme einer wenn auch nur voriibergehenden Verwandlung des Chloro- 
phylls selbst von fluoreszenzfahigen Formen in nicht fluoreszenzfihige 
und umgekehrt, reicht zur Erklarung der spiter dargelegten Ergebnisse 
keinesfalls aus. Folgende Prinzipien haben sich, den experimentellen 
Ergebnissen nach, zur Deutung der Fluoreszenzkurven als geeignet 
erwiesen. 

1. Das Chlorophyll ist Sensibilisator der Vorgiange, die sich in der 
Intensititsainderung seiner Fluoreszenz ausprigen. Beim Sensibili- 
sierungsprozeB wird dem angeregten Chlorophyll in entsprechendem 
Mae Energie entzogen und damit die Fluoreszenzintensitat verringert. 
Die Energieiibertragung durch das Chlorophyll steht so in direktem 
Zusammenhang mit der beobachteten Fluoreszenztilgung. 

2. Die Energieiibertragung ist um so gréBer, je hGher die Akzeptor- 
konzentration ist; mit anderen Worten, die Fluoreszenztilgung ist eine 
Funktion der Konzentration tilgender Stoffe. 


3. Je stirker die Fluoreszenztilgung ist, um so besser ist die 
chemische Verwertung der vom angeregten Chlorophyll dargebotenen 
Energie. Niedriger Verlauf der Kurve bedeutet giinstigere Energie- 
ausbeute als hoher Verlauf. 


4. Die Kurve steigt, wenn die Konzentration der tilgenden Stoffe 
abnimmt und fallt bei Konzentrationszunahme. 


5. Treten die hier in Frage kommenden fluoreszenzléschenden 
Stoffe in Wechselwirkung mit dem angeregten Chlorophyll, so gehen 
sie, wie aus den ansteigenden Kurventeilen ersichtlich ist, in nicht- 
idschende iiber. 
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6. Der Verlauf der Kurve wird bestimmt durch die Geschwindig- 
keitsanderungen der am photochemischen Mechanismus_beteiligten 
Vorginge. Hierbei sind grundsatzlich zwei Typen zu unterscheiden: 
a) Lichtreaktionen, b) Dunkelreaktionen. Die ersten verbrauchen die 
tilgenden Substanzen, die zweiten erzeugen oder regenerieren sie unab- 
haingig vom eingestrahlten Licht. 

7. Der gesamte photochemische Mechanismus wird als ein Wechsel- 
spiel zwischen Licht- und Dunkelreaktionen aufgefaBt. Die Fluoreszenz- 
intensitét im stationiren Zustand ist bestimmt durch die Lage des 
Gleichgewichts aller dieser Reaktionen. 

8. Die Geschwindigkeit der Lichtreaktionen ist um so gréBer, je 
bedeutender die Energieiibertragung durch das Chlorophyll ist. Nach 2. 
ist diese aber zugleich abhangig von der jeweiligen Konzentration an 
tilgendem Stoff. Die Kurvenhéhe stellt damit ein direktes MaB! sowohl 
fiir die Konzentration tilgender Stoffe, als auch fiir die Geschwindigkeit 
der Lichtreaktionen dar. Je héher die Kurve verlauft, um so geringer 
ist die Geschwindigkeit der Lichtreaktionen, um so geringer ist die 
Konzentration der tilgenden Stoffe und um so schlechter ist die Energie- 
ausbeute des Prozesses. Das Umgekehrte gilt fiir niedrigen Kurven- 
verlauf. 

9. Eine konstante Tilgung bedeutet nach 8., daB die Konzentration 
der tilgenden Stoffe konstant bleibt. Es wird also ebensoviel durch 
Dunkelreaktionen gebildet wie im Licht verbraucht wird, d.h. aber, 
daB bei horizontalen Kurventeilen die Dunkelreaktionen in Summa die 


gleiche Geschwindigkeit besitzen wie die Lichtreaktionen. In ent- 


sprechender Weise bedeuten steigende Kurventeile, daB die Geschwindig- 
keit der Lichtreaktionen die der Dunkelreaktionen tiberwiegt. Fiir 
fallende Kurventeile gilt das Umgekehrte. 

10, Zeigt eine Kurve an einer bestimmten Stelle auffallige Kriim- 
mungsanderungen, so deutet das auf unregelmaBige Geschwindigkeits- 
anderungen und damit auf eine Anderung im Reaktionsverlauf hin. 

11. Als Mittel der Isolierung und Charakterisierung einzelner 
Vorginge wird die Méglichkeit benutzt, da die Fluoreszenzkurven 
durch Anderung der auBeren Bedingungen beeinflu8t werden kénnen. 
Einheitliche Kurventeile kénnen sich hierbei nur in einheitlichem 
Sinne verandern. 

Bei den fluoreszenzverindernden Vorgingen handelt es sich um 
die Ausbildung eines stationaren Lichtzustandes. Die primare Ursache 
der mit der Belichtung einsetzenden gesamten Reaktionsfolge muB 
deshalb eine oder mehrere Lichtreaktionen sein. Diesen kénnen sich 


1 Uber die Funktion, die zwischen Fluoreszenztilgung und wirksamer 
Konzentration besteht, kann bisher noch nichts Genaues ausgesagt werden. 


11* 
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dann infolge der Bildung photochemischer Primarprodukte sekundare 
Dunkelreaktionen anschlieBen. Die zunaichst wichtigste Aufgabe ist es, 
die den Fluoreszenzkurvenverlauf zu jedem Zeitpunkt bestimmenden 
Licht- und Dunkelreaktionen festzustellen und zu charakterisieren. 
Diese beiden Arten von Reaktionen lassen sich meist in verhaltnismaBig 
einfacher Weise unterscheiden. Die Geschwindigkeit photochemischer 
Primarreaktionen ist abhangig von der Lichtintensitaét und weitgehend 
unabhangig von der Temperatur, Die Geschwindigkeit reiner Dunkel- 
reaktionen ist unabhangig von der Lichtintensitat, abhingig dagegen 
von der Temperatur des Systems. Es ist demnach zu erwarten, dal} 
bei konstanter Lichtintensitat mit zunehmender Temperatur die Dunkel- 
reaktionen in der Kurve hervortreten, mit abnehmender Temperatur 
die Lichtreaktionen immer mehr die Kurve beherrschen; bei konstanter 
Temperatur werden mit zunehmender Lichtintensitat die Lichtreaktionen 
hervortreten, wahrend bei abnehmender Lichtintensitaét die Dunkel- 
reaktionen besonders zum Ausdruck kommen werden. 


d) Die Abhingigkeit der Fluoreszenzkurven von der Temperatur. 


Experimentell erweist sich die Fluoreszenz verdiinnter acetonischer 
Chlorophyllésungen innerhalb der Temperaturgrenzen, wie sie fiir 
biologische Vorginge in Frage kommen, als praktisch temperatur- 
unabhangig. Diese Eigenschaft stellt keine Besonderheit des Chloro- 
phylls dar, sondern trifft fiir viele Lésungen fluoreszierender Farbstoffe 
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Abb. 4. Die Temperaturabhiingigkeit der Fluoreszenzkurve wiihrend 3 Sekunden. 
J = 40 HK, Luft. 





zu. Um so bemerkenswerter ist es, daB das Chlorophyll in vivo — und 
nur dort — in seiner Fluoreszenzemission so auffallig stark von der 
Temperatur beeinfluBt wird. Dieser Einflu8 erstreckt sich sowohl auf 
die Fluoreszenzintensitét des stationéren Zustandes, wie auf deren 
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Anderungen wahrend der Induktionsperiode. In der I., VI., VII. und 
VIII. Mitteilung dieser Untersuchungsreihe ist hieriiber bereits be- 
richtet worden. 
Neuere ausfiihrlichere Messungen zeigen die Abb. 4, 5 und 6. Es 
sind Fluoreszenzkurven, wie sie bei verschiedenen Temperaturen, bei 
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Abb. 5. Die Temperaturabhingigkeit der Fluoreszenzkurve wiihrend 50 Sekunden. 
J = 40HK, Luft. 
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Abb. 6. Die Temperaturabhingigkeit der Fluoreszenzkurve wihrend 12 Minuten. 
J = 40 HK, Luft. 





verschiedenen Registriergeschwindigkeiten an ein und demselben 
Versuchsobjekt (Ulva lactuca) bei sonst konstant gehaltenen AuBen- 
bedingungen (Lichtintensitét, Gasmischung und Druck usw.) auf- 
genommen wurden. Die Abhangigkeit von der Temperatur kommt in 
ihnen deutlich zum Ausdruck. Man vergleiche z. B. die Kurven bei 0 
und 25°, Trotz ihrer verschiedenen Gestalt zeigen sie alle die gleichen 
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Merkmale wie die Normalkurven Abb. 1, 2 und 3 und erwecken in 
ihrer Gesamtheit einen Eindruck strenger GesetzmaBigkeit in ihrem 
Verlauf. 

Betrachten wir zunachst die Kurvenformen bei 25 und 0° in den 
Abb. 4, 5 und 6. Bei tiefer Temperatur ist die Fluoreszenzhelligkeit 
groB, die Kurve liegt. hoch; bei hoher Temperatur ist umgekehrt die 
Fluoreszenzhelligkeit im gesamten gering, die Kurve liegt tief. Die 
bei 25° so stark ausgeprigten Merkmale, die erste Fluoreszenz- 
depression D,, die zweite Depression D, und das dazwischenliegende 
Maximum ,, sind bei 0° verflacht und zeitlich ausgedehnt. Dagegen 
tritt hier der Fluoreszenzanstieg tibermachtig hervor und beherrscht 
das Kurvenbild (Abb. 4). Ahnlich verstirkt erscheint auch der an- 
steigende Teil der zweiten Depression bei D, in Abb. 5. Nach dem 
oben Ausgefiihrten treten solche ansteigenden Teile der Kurve bei 
Temperaturverminderung dann besonders hervor, wenn Lichtreaktionen 
ihren Verlauf bestimmen. Den Fluoreszenzanstiegen liegen Licht- 
reaktionen zugrunde. Temperaturabhangig sind im allgemeinen die 
Anteile der Kurve, in denen die Fluoreszenz vermindert wird, die 
erste Depression und die zweite Depression bzw. der gesamte Fluoreszenz- 
abfall. Eine Temperaturerh6hung bewirkt bei diesen Kurventeilen 
ein zeitlich friiheres Einsetzen, einen zeitlich verkiirzten Ablauf und 
eine tiefere Lage derselben. Priifen wir die Kurven daraufhin naher: 
Das erste Maximum ./, zwischen den beiden Depressionen D, und D, 
riickt mit zunehmender Temperatur immer weiter nach links, d.h. es 
wird zunehmend frither ausgepragt. Die beiden Depressionen setzen 
friiher ein, sind zeitlich verkiirzt, werden steiler und driicken das 
Maximum auf geringere Fluoreszenzhelligkeiten herab. In Abb. 6 ist 
sehr schén die zeitliche Verkiirzung und zunehmende Steilheit des 
gesamten Fluoreszenzabfalles zu sehen. Der stationére Zustand kommt 
in dieser Abbildung noch nicht zum Ausdruck, er wird aber um so friiher 
erreicht, je héher die Temperatur wird. Es ist also auch die Dauer der 
gesamten Induktionsperiode eine Funktion der Temperatur. 

Fiir die photochemische Reaktion, die im Fluoreszenzanstieg bei 
tiefer Temperatur hervortritt, kénnen wir uns etwa folgende Vor- 
stellung machen: Von der vorangegangenen Dunkelheit her ist das 
fluoreszenzfahige Chlorophyll mit Molekiilen des Energieacceptors 
(fluoreszenztilgende Substanz) in beschrankter Konzentration um- 
geben. In den ersten Belichtungsmomenten erhalt der Acceptor Energie 
vom Chlorophyll, wodurch die Fluoreszenz ausgeléscht erscheint und 
geht dabei selbst in einen nichtfluoreszenzléschenden Zustand iiber. 
Die Fluoreszenz nimmt infolgedessen mit der Verminderung der wirk- 
samen Acceptorkonzentration zu. Dieser Vorgang ist so lange tempera- 
turunabhingig, als eine temperaturabhingige Nachlieferung von 
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Acceptorsubstanz nicht merklich wird. Sobald dies aber geschieht, 
wird die Fluoreszenz zunehmend temperaturabhangig und verursacht 
so das Auseinanderspalten der Kurvenschar (Abb. 4) aus einem ge- 
meinsamen Anfang in die fiir die einzelnen Temperaturen charak- 
teristischen Kurvenaste. 

Der Fluoreszenzanstieg 148t sich vorteilhaft an Laubblattern 
(z. B. Sparmannia africana, Saponaria officinalis, Parietaria, Pelar- 
gonium u. a.) studieren, da diese den Anstieg wegen der geringen Ge- 
schwindigkeit der fluoreszenzvermindernden Folgereaktionen  voll- 
standiger zeigen als die sehr rasch reagierende Ulva und andere Kalt- 
wasserpflanzen. In Abhandlung XI wird gezeigt werden, daB sich der 
Fluoreszenzanstieg sogar vollkommen rein darstellen 1aBt. 

Es ist méglich, schon an dieser Stelle Naheres tiber die Vorginge 
der ersten Fluoreszenzdepression D, auszusagen. In der XI. Mitteilung 
wird ein Weg beschrieben sie zu isolieren und einer eingehenderen 
Untersuchung zuganglich zu machen. Sie enthalt sowohl temperatur- 
unabhangige Lichtreaktionen wie temperaturabhangige Dunkel- 
reaktionen. 

Die zweite Depression D, bzw. der gesamte Fluoreszenzabfall ist 
temperaturabhangig. Dieses Gebiet der Kurve ist ein Ausdruck fiir 
die zunehmende Geschwindigkeit von Dunkelreaktionen, welche die 
Konzentration fluoreszenztilgender Substanz erhéhen, und damit die 
Fluoreszenz zunehmend herabsetzen. Es ist aber klar, daB es sich 
dabei nicht um einheitliche Vorgange handeln kann, denn die Fluoreszenz- 
tilgung ist ja an sich der Ausdruck eines photochemischen Vorganges. 
In den absteigenden Teilen der Fluoreszenzkurve ist nur ein Uber- 
wiegen der Geschwindigkeit der temperaturabhaingigen Dunkelreak- 
tionen tiber diejenigen Lichtreaktionen zu sehen, welche die in den 
Dunkelreaktionen entstehenden tilgenden Stoffe in nichttilgende ver- 
wandeln. 

Mit dem schlieBlichen Erreichen des Zustandes konstanter Flu- 
oreszenz stellt sich ein Gleichgewicht aller fluoreszenzvermindernden 
Dunkelreaktionen und fluoreszenzerhdhenden Lichtreaktionen ein. 
Demnach muB auch die Lage der stationiren Fluoreszenz von der 
Temperatur abhangig sein. 

E. C. Wassink und Mitarbeiter! haben festgestellt, daB die im statio- 
naren Zustand erreichte Fluoreszenz von Chlorella zwischen 12 bis 30° 
temperaturunabhangig ist. Das erscheint jedoch nach den Erfahrungen 
vorliegender Arbeit fiir den Fall hinreichend hoher Lichtintensitaten 
als unwahrscheinlich, da, wie eben dargelegt wurde, die Dunkelreak- 


1 B.C. Wassink, D. Vermeulen, G.H. Reman u. E. Katz, Enzymol. 5, 
100, 1938. 
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tionen unter solchen Bedingungen deutlich in Erscheinung treten. Um 
zu dieser Frage einen experimentellen Beitrag zu geben, wurde in einem 
besonderen -Versuch die Alge (Ulva lactuca) 100 Minuten lang bei 
konstanten Bedingungen mit einer Lichtintensitaét vorbelichtet, die 
fiir den photochemischen ProzeB geniigend hoch war, so daB die in 
Frage kommenden Lichtreaktionen sicher nicht limitierten. Diese 
Intensitat wurde wahrend des ganzen Versuchs konstant gehalten. In 
der Vorbelichtungszeit (praktisch schon nach 10 bis 15 Minuten) stellt 
sich die Fluoreszenzhelligkeit auf einen konstanten, der eingestellten 
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Abb. 7. Die Fluoreszenzintensitit des stationiren Zustandes in Abhangigkeit von der 
Temperatur. J = 40 HK, Luit. 


Temperatur von 20° entsprechenden Wert ein. Nachdem die MeB- 
apparatur einige Minuten diese Fluoreszenzintensitat registriert hatte, 
wurde wahrend der Aufnahme die Versuchskiivette so rasch wie méglich 
auf 0° abgekiihlt. Abb. 7 zeigt das Ergebnis. Die Fluoreszenzintensitat 
stieg wahrend der Abkiihlung iiber ein geringes Maximum auf einen 
héheren Wert und behielt diesen konstant bei. (Es wurde anschlieBend 
noch 60 Minuten bei 0° registriert.) DaB bei Erwirmung der umgekehrte 
Effekt auftritt, zeigt der anschlieBende Kurventeil, bei dem die Tem- 
peratur von 0 auf 30° rasch umgestellt worden war. Das eigentiimliche 
voriibergehende Fluoreszenzmaximum, das an dieser Stelle vor der 
 endgiiltigen Einstellung auftrat, kann méglicherweise Ausdruck einer 
Induktionsperiode fiir rasche Temperaturénderung darstellen. Die 
Versuche hieriiber sind jedoch noch nicht abgeschlossen. Die Abb. 7 
soll hier nur als Beleg dafiir dienen, da8 bei geniigend hoher, also nicht- 
limitierender Lichtintensitaét die Chlorophyllfluoreszenz von Ulva 
lactuca im stationéren Zustand ebenfalls temperaturabhangig ist wie 
in der Induktionsperiode. Die Temperaturabhangigkeit wird natiirlich 
nur so lange vorhanden sein, solange der Mechanismus intakt ist. Totet 
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man die Versuchsalge etwa durch kurzes Einfrieren oder Eintrocknen 
und Wiederanfeuchten und photometriert man die Fluoreszenzintensitat, 
so ergibt sich eine voéllig unabhangige Gerade als Registrierergebnis. 


e) Die Abhingigkeit der Fluoreszenzkurven von der Lichtintensitit. 


Wir sahen im vorigen Abschnitt, daB die Temperatur wesentlichen 
Einflu8 auf die Dunkelreaktionen ausiibt, wahrend sie die eigentlichen 
Lichtreaktionen unberiihrt laBt. Es ist nun eine naheliegende Ver- 
mutung, daB die umgekehrten Verhaltnisse auftreten, wenn die Licht- 
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Abb. 8. Die Abhingigkeit der Fluoreszenzkurve von der Lichtintensitit wihrend 50 Sekunden. 
t = 20°, Luft. 


intensitat verindert und die Temperatur konstant gehalten wird. 
Nach den Vorstellungen, die wir uns bisher von den Vorgangen gemacht 
haben, miiBte die Lichtintensitat bestimmend fiir die Geschwindigkeit 
der reinen Lichtreaktionen sein, wahrend die lichtunabhangigen Dunkel- 
reaktionen unbeeinfluBt blieben. 


Aus diesem Grunde wurden zunachst orientierende Versuche 
angestellt, die qualitativ den LichteinfluB zeigen sollten. Die Kurven- 
schar der Abb. 8 ist so entstanden, daB die MeBapparatur so empfindlich 
eingestellt wurde, daB die oberste Kurve, die Normalkurve, eben noch 
innerhalb des MeBbereiches zu liegen kam. Mit abnehmender Intensitat 
des erregenden Lichtes nimmt naturgeméB auch die Fluoreszenz- 
intensitat ab, so daB die Kurven der jeweiligen Starke des anregenden 
Lichtes entsprechend mehr oder weniger tief liegen. Die Héhe einer 
Kurve gibt so auch ein ungefihres MaB fiir die angewandte Licht- 
intensitét. In dieser Weise sind die Kurvenserien Abb. 8 und 9 zu 
verstehen. Je nach der Lichtstarke ergaben sich anders geformte 
Kurven, die den vermuteten Zusammenhang der Fluoreszenzinderungen 
mit den jeweiligen Lichtverhaltnissen recht deutlich bestatigen. 
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Am auffalligsten ist das Verschwinden des fiir die Kurven so 
charakteristischen ersten Maximums von einer bestimmten Licht- 
intensitét ab. Diese Intensitaét, bei der die Pflanze noch durchaus nor- 
mal assimiliert, ist noch relativ hoch. Die Abb. 8 zeigt uns auBerdem 
die Lichtabhangigkeit bestimmter Kurvenabschnitte. Vergleichen wir 
z. B. in allen Kurven die ziemlich gut ausgeprigten Endpunkte der 
zweiten Depression miteinander (in Abb. 8 wurden diese Punkte durch 
Pfeile angedeutet), so erkennen wir die GesetzmaBigkeit sehr deutlich. 
Das ist nach dem Bisherigen durchaus versténdlich, wenn wir uns 
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Abb. 9. Die Abhangigkeit der Fluoreszenzkurve von der Lichtintensitiét wihrend 3 Sekunden. 
t = 20°, Luft. 


erinnern, daB diese Kurvenmerkmale bestimmten photochemischen 
Vorgaingen entsprechen, die mit abnehmender Intensitét auch lang- 
samer ablaufen werden, bis ein neuer Kurvenabschnitt eingeleitet wird. 
Abb. 9 ist in gleicher Weise, jedoch bei gréBerer Registriergeschwindig- 
keit (3-Sekunden-Platte) entstanden. In Abb. 9 war die Lichtintensitat 
nur so groB, daB die oberste Kurve noch deutlich die bekannten charak- 
teristischen Merkmale zeigt. Die Serie wurde aufgenommen, um das 
Verschwinden des ersten Maximums in méglichst vielen Phasen zu 
zeigen; die erregende Lichtintensitét anderte sich aus diesem Grunde 
von Kurve zu Kurve nur sehr wenig. Die vorliegenden Aufnahmen 
eignen sich noch nicht dazu, ausfiihrlich auf die Intensitatsabhangigkeit 
einzelner Kurvenabschnitte einzugehen. Die folgende Arbeit wird 
bessere Gelegenheit hierfiir bieten. Als Wesentlichstes wollen wir 
vorlaiufig nur die Tatsache festhalten, daB die Auspragung des Maximums 
mit abnehmender Lichtintensitaét immer undeutlicher wird und _ bei 
sehr geringen Intensitéten nicht mehr erkennbar ist. Daraus kann 
man den SchluB ziehen, daB der Verlauf des zam Maximum ansteigenden 
Teiles der Kurven wesentlich durch Lichtreaktionen bestimmt ist. 


Der erste Fluoreszenzanstieg erscheint hier als sehr lichtabhangig. 
Uber die ersten gestrichelten Kurventeile ist bei der bei geringen Licht- 
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intensitaten notwendigen Labilitaét der Apparatur nichts Genaues aus- 
zusagen. Die eingezeichneten Anfangspunkte scheinen jedoch ungefahr 
den Anfangshelligkeiten der Fluoreszenz zu entsprechen. Als wesentlich 
stellen wir fest, daB mit zunehmender Lichtintensitaét. der Anstieg 
steiler wird. Es wird offenbar die in der Umgebung des Chlorophylls 
sich befindende fluoreszenztilgende Substanz schneller verbraucht. In 
gleicher Weise setzt auch die erste Depression mit starker werdendem 
Licht friiher ein (es ist das in Abb. 9 gut zu verfolgen), so daB der Anstieg 
auBerdem noch kiirzer erscheint. 


Die Vorgange, die den Fluoreszenzanderungen zugrunde liegen, 
hatten wir aufgefaBt als ein dynamisches Wechselspiel zwischen Licht- 
und Dunkelreaktionen. Diese Vorstellung wollen wir auch hier zum 
niheren Verstindnis der beobachteten Kurven heranziehen: 

Das Schwinden der Fluoreszenzinderungen mit abnehmender 
Lichtintensitaét hat offenbar zu bedeuten, daB das Wirkungsverhaltnis 
zwischen Licht- und Dunkelreaktionen sich zugunsten der Dunkel- 
reaktionen verschiebt. Bedenken wir ferner, dafS das Auftreten von 
zeitlichen Fluoreszenzanderungen auf zeitlich wechselnden Mangel an 
fluoreszenztilgender Substanz beruht, fiir deren Entstehen wesentlich 
die Dunkelreaktionen verantwortlich sind, so ist es einleuchtend, daB 
mit einem Begiinstigen der Dunkelreaktionen der bisherige Mangel an 
fluoreszenztilgender Substanz zunehmend behoben wird und dab 
damit auch die Starke der Fluoreszenzinderungen in entsprechendem 
MaBe abnimmt. 

Denken wir daran, daB gréBerer Fluoreszenztilgung eine bessere 
Energieausniitzung im Sinne des Mechanismus entspricht, so kénnen 
wir zusammenfassend den Satz aufstellen: 

Nimmt in einer lebenden, assimilierenden griinen Pflanze die 
Lichtintensitat ab, so erhéht sich erstens die relative Fluoreszenz- 
tilgung, steigt zweitens der Wirkungsgrad der Energieiibertragung des 
sensibilisierenden Chlorophylls und verschwindet drittens die Fluo- 
reszenzinderung wahrend der Induktionsperiode. 

Es mag an dieser Stelle ein einfacher Versuch erwahnt sein, der 
zur qualitativen Priifung der Lichtabhangigkeit der Fluoreszenz im 
stationaren Zustande durchgefiihrt wurde. Der Versuch sollte ins- 
besondere zeigen, daB die Anderung der relativen Fluoreszenz (Flu- 
oreszenzausbeute) mit der Lichtintensitat nur die Eigenschaft der 
lebenden Zellen ist. 

Hierzu wurde die Apparatur fiir verschiedene Lichtintensitaten so 
eingestellt, daB eine stark verdiinnte, acetonische Chlorophyllésung, 
die die Fluoreszenzfaihigkeit einer frisch abgetéteten Alge besaB, stets 
den gleichen Ausschlag ergab (vgl. hierzu 8S. 174): Unter dieser Be- 
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dingung wurde die Fluoreszenz einer durch voriibergehendes Einfrieren 
mit fliissiger Luft abgetéteten Alge im Vergleich mit einer lebenden 
bei verschiedenen Lichtintensitaten gemessen. (Die lebende Alge 
muBte zum Teil abgedeckt werden, damit ihre Fluoreszenz ungefahr 
der der schwacher fluoreszierenden toten Alge entsprach.) Die Abb. 10 
zeigt, da die tote Alge sich ganz wie die Chlorophyllésung verhielt, 
wahrend die Fluoreszenzausbeute der lebenden Alge bei niederen 

Lichtintensitaten geringer. ist als bei 

hohen und sich zugunsten einer besseren 
ChioraphyHosung photochemischen Ausbeute  verschiebt. 
ee Durch die Abtétung der Zellen ist offen- 


Alge tor : , k a 
Pane bar der Mechanismus zerstoért worden, 


Alge lebend ' e 


welcher in der lebenden Zelle die ver- 
stirkte Fluoreszenztilgung bei geringen 
Intensitaten hervorruft. 

Verringern wir die Wirkung der 
Lichtreaktion und halten die Dunkel- 
reaktion konstant, oder begiinstigen wir 
umgekehrt die Dunkelreaktionen und 

i fceued halten die Lichtreaktion konstant, so wird 
a, anscheinend in beiden Fallen das Wir- 

ime naaiedaehana tae: kungsverhaltnis beider Reaktionsarten in 
oun seescu dem gleichen Sinne verschoben, Was wit 
toten Alge. also mit Verringerung der Lichtintensitat 

(in Abb. 8) bei konstanter Temperatur 

erreichten, muB sich infolgedessen zu einem gewissen Grade auch durch 
Temperaturerhéhung bei konstanter Lichtintensitaét erzielen lassen. 

In einer besonderen MeBserie wurde deshalb die erregende Licht- 
intensitat so eingestellt, daB bei 20° die Registrierkurve eben noch das 
erste Maximum im Verschwinden zeigte (also etwa die Einstellung von 
Kurve 4, Abb. 8). In diesem Intensitaétsgebiet erwiesen sich die Flu- 
oreszenzkurven gegen Verinderungen der AuBenfaktoren als besonders 
empfindlich. Wahrend der Messung wurde das Licht bei dieser Inten- 
sitaét konstant gehalten und somit die Bedingung fiir den konstanten 
Verlauf der Lichtreaktion gegeben. Bei Anderung der Temperatur 
andert sich so nur die Geschwindigkeit der Dunkelreaktionen, Abb. 11 
zeigt das Ergebnis dieser Untersuchung. Die aufgenommene Kurven- 
schar sieht tatsichlich der von Abb.8 sehr ahnlich und bekraftigt damit 
die Richtigkeit der dem Versuch zugrunde liegenden Vermutung. 

Kurve 1 in Abb. 11 war die Ausgangskurve bei 20° (vgl. Kurve 4, 
Abb 8). Eine Temperaturerh6hung um nur 5° brachte das Maximum 
(M,) véllig zum Verschwinden (Kurve 2), wahrend Abkihlung auf 15, 
10 oder 5° es in zunehmendem MaBe wieder in Erscheinung treten lie} 


Fluoreszenzausbeute (willkir/. Einhetten)—= 
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Es entspricht in der Wirkung also die Abkiithlung der Lichtintensitats- 
erhéhung und die Erwarmung der Intensitiétsverminderung in Abb. 8. 


Es muB noch darauf hingewiesen werden, da in Abb. 11 die 
Kurven alle etwa die gleiche Héhe besitzen, da sie bei konstanter 
Lichtintensitaét aufgenommen worden sind und sich deshalb in der 
Zeichnung gegenseitig tiberdecken wiirden. Aus diesem Grunde sind 
sie gegeneinander um einen konstanten Betrag verschoben tibereinander 
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Abb. 11. Die Abhdngigkeit der Fluoreszenzkurve bei geringer Lichtintensitdt von der Tem- 
peratur. J = 4HK, Luft, waihrend 50 Sekunden. 


gezeichnet worden. Die nichtlineare Ordinateneinteilung ist fiir jede 
Kurve um den entsprechenden Betrag mit zu verschieben und ist nur 
fiir die unterste Kurve angegeben. Die Pfeile deuten die jeweilige 
Kurvenhohe an. Diese Art der Aufzeichnung wird, wo es der Ubersicht- 
lichkeit halber notwendig ist, im folgenden beibehalten. 

Bei naherer Vergleichung der Abb. 8 und 1] sind Unterschiede im 
Verlauf der Kurven zu bemerken. In Abb. 11 tritt z. B. die in den 
Abb. 4 bis 6 schon festgestellte Temperaturabhangigkeit auf, die sich 
dort in einer Zunahme der zweiten Depression mit abnehmender Tem- 
peratur éuBert, so dab die zugehérigen Endpunkte in der Abb. 11 bei 
den oberen Kurven immer weiter nach rechts riicken. In der Abb. 8 
tritt dagegen das Umgekehrte ein. Hier muB die Lichtintensitat erhdht 
werden, um das Maximum zu verbreitern. Mit zunehmender Licht- 
intensitat veriduft aber die zweite Depression immer schneller, so dab 
in dieser Abbildung die Endpunkte der zweiten Depression immer 
weiter nach links riicken. Daraus ist zu ersehen, da die Ausbildung 
der zweiten Depression durch Dunkel- und Lichtreaktionen bestimmt 
ist, von denen die ersteren, als die temperaturabhangigen Reaktionen, 
vor allem deutlich in dem linken, abfallenden Teil der Mulde zum Aus- 
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druck kommen, die letzteren temperaturunabhangigen vorwiegend den 
rechten, ebenen bis ansteigenden Teil der Mulde bestimmen, Die 
Neigung des ansteigenden Teiles wird durch die Temperatur kaum 
beeinfluBt. Hinter den Pfeilen, welche die Mulde begrenzen, sehen wir 
aus dem erneuten temperaturabhangigen Abfallen der Kurve wieder 
Dunkelreaktionen mit zunehmender Geschwindigkeit verlaufen. 

In Abb. 8 wird bei gleichbleibender Temperatur durch Erhéhung 
der Lichtintensitat die Geschwindigkeit der Lichtreaktionen erhoht 
und damit die zweite Depression im rechten Teil der Mulde verkiirzt 
und starker ansteigend. In Abb. 11 wird bei gleichbleibender geringer 
Lichtintensitét (vgl. auch Abb.5 bei hoher Lichtintensitaét) durch 
Temperaturabnahme die Geschwindigkeit der Dunkelreaktion ver- 
mindert und dadurch die zweite Depression verbreitert. Das auBert 
sich in einer Verbreiterung des abfallenden Teiles der Mulde und in 
einer immer ungehinderteren Ausbreitung des rechten, durch Tem- 
peratur nicht beeinfluBten Teiles infolge der Verlangsamung des auf 
ihn folgenden temperaturabhangigen Fluoreszenzabfalles. 

Es ist eine grundlegende Schwierigkeit bei allen Messungen mit 
rariabler Lichtintensitét, da8 absolute Anderungen in der Fluoreszenz- 
tilgung ohne weiteres nicht erkennbar sind, da die Intensitat der Flu- 
oreszenz sich ohnehin mit der des erregenden Lichtes andert. Es besteht 
jedoch eine relativ einfache Méglichkeit, zu vergleichbaren Kurven zu 
gelangen, wenn in geeigneter Weise die Empfindlichkeit der Apparatur 
der jeweiligen Lichtintensitét angepaBt wird. Diese Anpassung wurde 
so vorgenommen, da an Hand einer stark verdiinnten acetonischen 
Chlorophyllésung, von der man sicher annehmen kann, da die Flu- 
oreszenzausbeute weitgehend von der Lichtintensitaét unabhangig ist, 
die Apparaturempfindlichkeit so eingestellt wurde, daB sich stets der 
gleiche Ausschlag ergab. Messungen, die unter diesen Bedingungen 
durchgefiihrt werden, sind dann direkt in bezug auf die Fluoreszenz- 
ausbeute und damit auch auf die Fluoreszenztilgung unabhangig von 
den jeweiligen Lichtintensitaten vergleichbar. 

Alle folgenden Kurvenserien, bei denen die Lichtintensitat variabe| 
ist, sind unter solchen Bedingungen aufgenommen worden und miissen 
in entsprechender Weise ,,gelesen‘‘ werden. , 

Mit Hilfe der geschilderten MeBmethode ist es nun auch méglich 
geworden, Kurvenserien tiber gréBere Intensitatsbereiche, insbesondere 
bei extrem geringen Lichtintensitaten, aufzunehmen. Die Serie Abb. 12 
ist eine solche. Sie zeigt, welch mannigfaltige Formen die Fluoreszenz- 
kurve unter Umstanden allein durch Anderung der Lichtintensitat an- 
nehmen kann, so da8 ohne Kenntnis der Ubergangskurven kaum noch 
Beziehungen zur Normalkurve unmittelbar festgestelit werden kénnen. 

Von einem naheren Eingehen auf die Kurven Abb. 12 wollen wir 
vorlaufig absehen. Mit den Kurventeilen, welche auf den Fluoreszenz- 
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abfall folgen, haben wir uns noch nicht eingehend genug beschaftigt. 


Dazu sind weitere Experimente nétig. Wir beschrinken uns zunachst 
auf die Teile der Kurve, die etwa in der Normalkurve bei einer Registrier- 
geschwindigkeit von 50 Sekunden (Abb. 2) auf die Platte kommen. 
Also im groBen und ganzen mit dem Fluoreszenzanstieg, dem Fluoreszenz- 
abfall und den darin enthaltenen Depressionen. 

Die Kurven sind Aus- 
druck einer Folge von sich 











gegenseitig bedingenden Licht- ; M, 
. Dd 
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t = 20°, Luft. (Die GréBe von J ist in HK an- 


gegeben.) 


im Fluoreszenzabfall ist der 
zunehmenden Geschwindig- 
keit von Dunkelreaktionen zuzuschreiben, welche die Bildung fluo- 
reszenztilgender Stoffe zur Folge haben. Ihr Verlauf laBt einen 
autokatalytischen Vorgang vermuten. 

Bei sehr geringen Lichtintensitaten beherrschen die Dunkel- 
reaktionen ganz den Verlauf der Kurve. Sie verarbeiten die mit ge- 
ringer Geschwindigkeit im Licht entstehenden primaren Photoprodukte 
gleich weiter, so da8 die Ausbildung eines Maximums und damit die 
Induktionsperiode wegfallt. 

Wird bei hoher Belichtungsintensitat die Belichtung zu_ irgend- 
einem Zeitpunkt unterbrochen, so mtissen die Dunkelreaktionen unab- 
hingig davon weiter laufen. Bei solchen Versuchen kehrt mehr oder 
minder rasch, je nach dem gewahlten Zeitpunkt der Belichtungs- 
unterbrechung, das gesamte System in seinen Anfangszustand zuriick. 
Es regeneriert sich. Auf diese Kreisprozesse wird in der folgenden 
Abhandlung naéher eingegangen werden. 











Chlorophyllfluoreszenz und Kohlensiureassimilation. 
XI. Mitteilung: 
Die Chlorophylifluoreszenz von Ulva lactuea und ihre Abhingigkeit von 
Narkotica, Sauerstoff und Kohlendioxyd. 
Von 
Hans Kautsky und Ulrich Franek}. 
(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Leipzig.) 
(Eingegangen am 12. Februar 1943.) 
Mit 19 Abbildungen im Text. 


Die vorhergehende X. Abhandlung hatte den Einflu8 von Tem- 
peratur und Lichtintensitat auf die Fluoreszenzinderungen des Chloro- 
phylls der Alge Ulva lactuca zum Gegenstand. Die Ergebnisse wurden 
durch Gegenitiberstellung der bei verschiedenen Temperaturen und 
Lichtintensitaéten gemessenen Fluoreszenzkurven gewonnen. In dieser 
Abhandlung werden wir in derselben Art und an derselben Pflanze 
Kurven vergleichen, die durch Konzentrationsinderungen der an den 
Fluoreszenzveranderungen beteiligten Stoffe erhalten werden. Zuerst 
wird der Einflu8 oberflichenaktiver Stoffe, dann der des Sauerstoffs 
und der Kohlensaéure besprochen. 

In den Fluoreszenzkurven sind zeitliche Veranderungen der Flu- 
oreszenzintensitat festgehalten. Verminderte Fluoreszenzausbeute be- 
deutet vermehrte Umwandlung der Anregungsenergie des Chlorophylls 
in andere Energieformen als Licht. So lange die AuBenbedingungen 
innerhalb einer Messung konstant bleiben, kénnen besondere Anderungen 
der Chlorophyllfluoreszenz nur von stofflichen Anderungen in der 
Nahe des Chlorophylls herriihren. Die Fluoreszenzinderungen sind 
demnach der Ausdruck von zeitlichen Konzentrationsénderungen 
fluoreszierender oder fluoreszenzbeeinflussender Stoffe. Primare Ur- 
sache dieser chemischen Vorgange ist die Lichtabsorption. Die Pflanze 
geht aus dem Dunkelzustand in einen Lichtzustand iiber. Die Vorgange, 
welche in diesen Ubergang eingeschlossen sind, miissen mit photo- 
chemischen Vorgingen beginnen. Sofern sich diese am fluoreszenz- 
fahigen Chlorophyll mit Hilfe seiner Anregungsenergie abspielen, wird 


die Fluoreszenz je nach der photochemischen Ausbeute mehr oder minder 


stark geléscht erscheinen. Nach den mannigfachen Richtungsaénderungen 
im Kurvenverlauf kann es sich nicht um einen einheitlichen photo- 
chemischen Vorgang handeln. Durch die primaren, rein photochemischen 


1 U, Franck, Diss. Leipzig, April 1941. 
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Reaktionen werden sekundare Dunkelreaktionen ausgelést, die ihrer- 
seits wieder photochemische Vorgange zur Folge haben. Die Frage, 
welchen Kurventeilen Licht- oder Dunkelreaktionen zugrunde liegen, 
wurde in der vorhergehenden X. Abhandlung mit Hilfe des Einflusses 
der Lichtintensitaét und der Temperatur auf die Fluoreszenzkurven 
untersucht. 

In der vorliegenden Abhandlung werden wir einen Schritt weiter- 
gehen. In den Fluoreszenzanderungen kommen, wie gesagt, Konzentra- 
tionsanderungen fluoreszenzbeeinflussender Stoffe zum Ausdruck. Ver- 
mégen wir willkiirlich die Konzentrationen der an diesen Vorgangen 
beteiligten Stoffe zu veraéndern, dann miissen in den betroffenen Kurven- 
teilen charakteristische Anderungen zu beobachten sein. Man unter- 
scheidet zwischen chemischen Innen- und AuBenbedingungen. Die 
innere chemische Organisation des Systems, an der die Chlorophylle, 
die Carotinoide und viele unbekannte Stoffe beteiligt sind, laBt sich 
nicht ohne weiteres leicht verandern ; AuBenbedingungen, wie Nauerstoff 
und Kohlensaure, sind leicht veranderbar. 

Nachdem wir bereits wissen, da das Chlorophyll in Grenzflachen 
gelagert ist, hat man die Méglichkeit in der Hand, die Konzentration 
der fluoreszenzbeeinflussenden Stoffe an der Chlorophylloberfliche 
durch Zugabe oberflachenaktiver Stoffe zu vermindern. Nach Versuchen 
dieser Art sind Versuche unter verainderten chemischen AuBenbedin- 
gungen angestellt und der EinfluB von Konzentrationsanderungen des 
Sauerstoffs und der Kohlensaure untersucht worden, Eine dritte Art 
der Beeinflussung durch Zugabe von Fremdstoffen, wie Giften, ist in 
ihrer Ausarbeitung noch nicht so weit, daB sie zur Veréffentlichung 
reif ist. 

Bei all diesen Versuchen ergibt sich die Méglichkeit, durch Ent- 
ziehung derjenigen Stoffe, welche an bestimmten Vorgingen beteiligt 
sind, diese so weit zu hemmen, daB sie ausfallen und dafiir die unbeein- 
fluBten Vorgange mehr oder minder rein isoliert werden kénnen. Das 
Isolieren und Charakterisieren einzelner Kurventeile ist das vornehmste 
Ziel der in dieser Abhandlung besprochenen Untersuchungen. 


a) Der Einflu8 von oberflichenaktiven Stoffen, 


Es ist bekannt (O. Warburg), daB der AssimilationsprozeB auf- 
fallig empfindlich gegen oberflichenaktive Stoffe ist. Phenylurethan, 
welches oft fiir biologische Versuche dieser Art verwendet wird, hemmt 
schon in einer Konzentration von 0,5 Millimol pro Liter die Assimila- 
tion um 50%. Sie erweist sich damit als ein ProzeB, der an eine Grenz- 
flache gebunden ist und durch oberflichenaktive Fremdmolekiile 
gehemmt werden kann. In Analogie hierzu war zu vermuten, da auch 
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die fluoreszenzbeeinflussenden Prozesse sich an Grenzflichen abspielen. 
Tatsachlich ist die Form der Fluoreszenzkurve auBerordentlich emp- 
findlich gegen oberflaichenaktive Stoffe. Abb. 1 veranschaulicht die 
Wirkung von Phenylurethan. Schon bei einer Konzentration von 
3 Millimol pro Liter werden die charakteristischen Gliederungen der 
Fluoreszenzkurve vollkommen aufgehoben. Die Hemmung durch 
Phenylurethan ist véllig reversibel, sie kann durch Auswaschen ohne 
Schwierigkeit beseitigt werden. Normalaufnahmen, die vor dem Zu- 
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Abb. 1. Die Verinderung der Fluoreszenzkurve von Ulva lactuca durch Phenylurethan. 
t = 20°, J = 40 HK. 


geben und nach dem Entfernen des Phenylurethans gemacht werden, 
zeigen nicht die geringsten Unterschiede. Die Wirkung des Pheny]- 
urethans darf deshalb als eine reversible Oberflichenbedeckung an- 
genommen werden. Da sie unmittelbar in der Beeinflussung der Flu- 
oreszenzanderungen des Chlorophylls zum Ausdruck kommt, ist an- 
zunehmen, daf das wirksame Chlorophyll in der in Frage stehenden 
Grenzflache gelagert ist. 

Andere oberflachenaktive Stoffe, wie z. B. die héheren aliphatischen 
Alkohole und Saéuren (Hexyl-, Heptyl-, Octylalkohol und Nonylsaure). 
zeigen die gleiche Wirkung. Es ist also keine spezifische Eigenschaft 
des Phenylurethans, die wir hier beobachten, sondern sie bezieht sich 
allein auf seine Wirkung als oberflichenaktiver Stoff. 

Die Aufhebung der Fluoreszenzinderungen schien bei visueller 
Beobachtung so vollstandig zu sein, daB in den friiheren Arbeiten dieser 
Reihe angenommen wurde, Phenylurethan beseitige jede tilgende 
Wirkung und die beobachtete Fluoreszenzhelligkeit entspraiche der 
maximal méglichen. Man schloB daraus: Die gesamten Fluoreszenz.- 
anderungen der lebenden Pflanze sind durch fluoreszenztilgende Stoffe 
verursacht, die an der chlorophyllhaltigen Grenzfliche adsorbiert und 
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durch oberflachenaktive Stoffe verdrangbar sind. Bei den neuen, 
genaueren Messungen der Phenylurethankurven beobachtet man 
jedoch einen zeitlich sehr 
kurzen, aber deutlichen 
primaren Fluoreszenzabfall 
(vgl. Abb. 1). Er ist nach 1 0 mall 

ahh Os eae pa ' 
der Annahme volliger Til- OM tas 
gungshemmung — unerklar- . T 
bar. Die Dinge konnten . 580 mol). 
also doch nicht so einfach % {| 9 
. ee 2 . > * i 0 ‘mol!| 
sein, wie sie anfanglich auf- & |¢ nas i £ 
S fe 
gefaBt wurden. a, / | jeu ‘mo 
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a . . . o tH m 
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zwischen vollig gehemmter | \ 
und ungehemmter Fluo- 
“a . ' 
reszenzkurve moglichen 
Zwischenformen darzu- baad 
stellen. Es war zu hoffen, 0 i 

. es . P 0 1 Z Ssec 

daB auf diese Weise die ein- 
Abb. 2. Der EinfluB von Phenylurethan verschiedener 


Kurvenmerkmale 
sich gegen Phenylurethan 
als verschieden empfind- 
lich erwiesen und in dieser 
Art 
besonders charakterisieren 
lieBen. 


Die Abb. 2 und 3 zei- 
gen die so erhaltenen Meb- 
serien. Wir sehen hier deut- 
lich, wie die Kurven immer 
flacher werden, wie 
Maximum férmlich , unter- 
zutauchen‘ scheint, bis es 
schlieBlich vollkommen 
verschwunden ist.  <Auf- 
fallig ist jedoch, daB das 
Phenylurethan trotz seines 
starken Eingriffs keinen 
YinfluB auf die zeitliche 
Dauer besitzt, die bis zur 
Auspragung eines _ be- 
stimmten Merkmals 


zelnen 


moglicherweise — sich 
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ver- 
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Konzentration auf die Fluoreszenzkurve von Ulva lac- 

tuca. ¢ 20°, J = 40 HK, Luft, wiihrend 3 Sekunden. 

(Beziiglich der Anordnung der Kurven gilt das in Mit- 
teilung X zu Abb. 11 auf 8.173 Gesagte.) 
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Abb. 3. Der Einflu8 von Phenylurethan verschiedener 


Konzentration auf die Fluoreszenzkurve von Ulva lac- 
tuca. ¢t = 20°, J = 40 HK, Luft, wihrend 13 Sekunden. 
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geht. Z. B. bleibt die Lage des Maximums in allen Kurven praktisch 
unverandert. 


Die allgemeine Tendenz der Kurvenmerkmale, mit zunehmender 
Phenylurethankonzentration immer undeutlicher zu werden, trifft nur 
fiir einen Kurventeil nicht zu. Es ist die erste Depression. Sie pragt 
sich in dem Mabe, wie die anderen Kurventeile durch Phenylurethan 
gehemmt werden, immer klarer aus und geht schlieBlich in den schon 
erwahnten primaren Fluoreszenzabfall iiber. Diese Beobachtung ist 
sehr merkwiirdig und hat wegen ihrer Unerklirbarkeit AnlaB zu weiteren 
Versuchen gegeben. 


Der EinfluB auf die tibrigen Kurventeile ist offenbar sehr gleich- 
maBig. Die einzelnen Kurven lassen sich alle zusammensetzen aus der 
ungehemmten und voéllig gehemmten Kurve. 


Bezeichnet man die Ordinate der véllig gehemmten mit Y,, die Ordinate 
der ungehemmten mit Y, und die Ordinate der mit dem Hemmungsgrad £ 
teilweise gehemmten Kurve mit Y, so besteht die einfache lineare Beziehung : 

Y = BY, +(1— 8) ¥y 

Man setzt also die Ordinate fiir eine bestimmte Kurvenstelle der #-ge- 
hemmten Kurve additiv aus der f-fachen Ordinate der véllig gehemmten 
mit der (1 — £)-fachen Ordinate der ungehemmten Kurve an der betreffenden 
Stelle zusammen. Die GesetzmaBigkeit gilt fiir jeden Hemmungsgrad und 
fiir jeden beliebigen Kurvenpunkt und kann umgekehrt dazu dienen, den 
Hemmungsgrad einer bestimmten Kurve aus den beiden zugehérigen Grenz- 
kurven (ungehemmt und vollig gehemmt) zu bestimmen: 


7%, 
ie a A 





Der physikalische Sinn dieser GesetzmaBigkeit ist der, daB alle 
Hemmungen erklarlich sind aus einer Summe von vollig gehemmten 
und voéllig ungehemmten fluoreszenzfahigen Chlorophyllmolekiilen und 
daB es sonst keine anderen besonderen Hemmungen, etwa in der Ab- 
laufsgeschwindigkeit bestimmter Reaktionen, im betrachteten Mecha- 
nismus gibt. Der EinfluB des Phenylurethans besteht also in einer 
reinen Grenzflichenbedeckung, die allein auf eine unspezifische Ver- 
kleinerung der wirksamen Oberflachen hinauskommt. Hier tritt uns 
die Wirkung eines oberflichenaktiven Stoffes unmittelbar anschaulich 
vor Augen. Sie fiihrt zu der Folgerung, daB alle durch oberflachen- 
aktive Stoffe beeinfluBbaren fluoreszenzveraéndernden Vorgange sich 
an chlorophyllhaltigen Grenzflachen abspielen. Diese Vorgange sind 
durch fluoreszenztilgende Stoffe verursacht, welche adsorbiert und 
verdrangbar sind, Mit ihrer zunehmenden Verdrangung aus der Ober- 
flache wird die in der Fluoreszenztilgung zum Ausdruck kommende 
energetische Wechselwirkung zwischen angeregtem Chlorophyll und 
fluoreszenztilgendem Stoff zunehmend aufgehoben, die Fluoreszenz- 
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ausbeute steigt, zugleich fallt die photochemische Ausbeute. Diese 
Aussagen sind wichtig fiir alle weiteren Diskussionen. 

Bei einigen noch nicht abgeschlossenen Messungen mit Octyl- 
alkohol als oberflichenaktivem Stoff hat sich tibrigens herausgestellt, 
daB die Geschwindigkeit der Reaktion, welche der Kurve | in Abb. 2 
zugrunde liegt, durch Phenylurethan der angegebenen Konzentration 
etwas gehemmt ist. Abb. 4 zeigt die Wirkung des Phenylurethans im 
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Abb. 4. Der EinfluB zweier verschiedener oberflachenaktiver Stoffe {Phenylurethan und n-Octyl- 
alkohol) gleicher Konzentration bei zwei verschiedenen Lichtintensitaiten. (Beziiglich des 
Einflusses der Lichtintensitét vgl. 5.182.) 


Vergleich mit n-Octylalkohol der gleichen Konzentration bei zwei ver- 
schiedenen Lichtintensitéten. In beiden Fallen ist der Fluoreszenz- 
abfall der mit Octylalkohol erzeugten Kurven deutlich steiler als der 
der Phenylurethankurven. Auf die Ergebnisse der folgenden bei Phenyl- 
urethanhemmung durchgefiihrten Messungen ist aber dieser Umstand 
nicht von prinzipiellem EinfluB. 


b) Der Fluoreszenzabfall der ersten Depression, 


Aus Abb.2 und 3 geht hervor, daB durch Phenylurethan alle 
Kurventeile der Normalkurve verschwinden, mit Ausnahme des primaren 
Fluoreszenzabfalles der ersten Depression, der infolgedessen gesondert 
von gleichzeitig verlaufenden und von Folgereaktionen untersucht 
werden kann. 

Die Kurve beginnt anscheinend mit der unter der gegebenen Licht- 
intensitat maximal erreichbaren Fluoreszenzausbeute des Chlorophylls. 
Sofort setzt eine Fluoreszenztilgung ein, die sich mit gesetzmaBig ab- 
nehmender Geschwindigkeit vergr6Bert, bis sie in eine stationar bleibende 


Fluoreszenztilgung iibergeht. Wir unterscheiden demnach zwei be- 
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merkenswerte Teile der Kurve: Den abfallenden Teil und den gerad- 
linigen. Zunadchst suchen wir die beiden Kurventeile durch ihr Verhalten 
gegeniiber Anderungen der 
Lichtintensitat und der Tem- 
2 /-  peratur zu charakterisieren. 





Abb. 5 veranschaulicht 
den EinfluB der Lichtinten- 
¢ sitat bei konstanter Tem- 
peratur von 20°, Abb. 6 den 
der Temperatur bei kon- 
stanter Lichtintensitat, J 

- 40 energetische HK. 

Abb. 5: Die Zeit bis zur 

Erreichung der stationadren 














Fluoreszenzintensitat 


Fluoreszenztilgung ist stark 
von der Lichtintensitat ab- 
hangig. Mit abnehmender 














, Lichtintensitat werden die 
1_ Normal, Kurven flacher. Der Fluo- 
; reszenzabfall ist Ausdruck 
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Abb. 5. Die durch Phenylurethan gehemmte "i 

Fluoreszenzkurve von Ulva lactuca in Abhingig- von der Temperatur ab- 


keit von der Lichtintensitit. t = 20°, Luft, wih- 
rend 3 Sekunden. (Angabe der Lichtintensitit in 


hangig. Der Abfall wird mit 
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Abb. 6. Die durch Phenylurethan gehemmte Fluoreszenzkurve von Ulva lactuca in Abhingig- 
keit von der Temperatur. J = 40 HK, Luft, wihrend 3 Sekunden. 
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steiler. Die Lage der stationéren Fluoreszenztilgung ist von der 
Temperatur abhangig, sie ist um so tiefer, je héher die Temperatur 
ist. Der geradlinige waagerechte Teil der Kurve enthalt somit eine 
temperaturabhangige Dunkelreaktion. 

Aus den Kurven lassen sich demnach mindestens drei Vorgange 
herausschalen : 

1. Eine Lichtreaktion im Fluoreszenzabfall, in welcher ein flu- 
oreszenztilgender Stoff entsteht. Ihre Geschwindigkeit ist von der 
Lichtintensitait abhangig, ihre Zeitdauer von der Temperaturunabhangig. 

2. Die Fluoreszenztilgung selbst, welche nur ein Lichtvorgang 
sein kann. 

3. Eine temperaturabhingige Dunkelreaktion, welche mit zu- 
nehmender Temperatur die Konzentration des fluoreszenztilgenden 
Stoffes erhéht und dadurch mabgebend die stationire Konzentration 
der fluoreszenztilgenden Substanz beeinfluBt. ‘ 

Das Greifbarste an der Kurve ist die Fluoreszenzléschung. Sie 
mu8 einer stofflichen Veranderung des Systems durch die Belichtung 
zugeschrieben werden, welche eine vermehrte Umwandlung der ab- 
sorbierten Lichtenergie in andere Energieformen begiinstigt. Wir 
bezeichnen die in der Fluoreszenztilgung wirksame stoffliche Kom- 
ponente rein formal mit B. Man muB sehr wohl unterscheiden zwischen 
der primaren photochemischen Reaktion, der Bildung von B, und dem 
darauf folgenden sekundaren Lichtvorgang, der Fluoreszenztilgung 
durch das entstandene B. Der primare Vorgang, die Bildung von B, 
beeinflu8t nicht selbst die Fluoreszenzausbeute des Chlorphylls. Er 
ware gar nicht zu beobachten, wenn das in ihm entstehende Reaktions- 
produkt B nicht als Folgereaktion die Fluoreszenzverminderung hervor- 
rufen wiirde. Im Augenblick seiner gréBten Geschwindigkeit, gerade 
im Belichtungsbeginn, erscheint die Fluoreszenz am wenigsten getilgt. 
Nachdem die Bildung von B als photochemische Reaktion aber Licht- 
energie verbraucht und dies nicht in der Tilgung der Chlorophyll- 
fluoreszenz zum Ausdruck kommt, kann das lichtempfindliche farbige 
System, welches B photochemisch erzeugt, nicht das fluoreszenzfahige 
Chlorophyll als lichtabsorbierenden Bestandteil enthalten. Es muf ein 
anderer farbiger Stoff des Chloroplasten oder auch Chlorophyll in einem 
nicht fluoreszenzfahigen Zustand sein, der in diesem Falle das Licht 
fiir diesen Vorgang absorbiert. 

Die photochemische Reaktion der Fluoreszenztilgung durch B 
spielt sich jedoch, wie ersichtlich, unmittelbar am fluoreszenzfahigen 
Chlorophyll in einer Grenzflache ab. Aus der Hemmung aller iibrigen 
fluoreszenzbeeinflussenden Vorgange durch Phenylurethan wissen wir, 
daB das fluoreszenzfaihige Chlorophyll in einer Grenzflache angeordnet 
ist. DaB B durch oberflichenaktive Stoffe nicht leicht aus dieserGrenz- 











184 H. Kautsky u. U. Franck: 


flache verdrangbar ist, laBt auf ein besonderes Festhaften desselben in 
der Grenzfliche schlieBen. Uber die raéumliche Beziehung des Ent- 
stehungsortes von B zu seinem Wirkungsort, dem angeregten Chloro- 
phyll, wissen wir noch nichts. 

Bezeichnen wir den Stoff, aus welchem 8 durch direkte ode: 
sensibilisierte photochemische Umwandlung entsteht, mit Bo, so labt 
sich die primare photochemische Reaktion in einfachster Form folgender- 
maen formulieren: By + hy—>B. Uber die Geschwindigkeit dieser 
Reaktion gibt der zeitliche Verlauf der Fluoreszenztilgung insoweit 
AufschluB, als die Fluoreszenztilgung von der Konzentration des ent- 
stehenden B abhangt. Solange diese sich andert, wird auch die Flu- 
oreszenztilgung eine Anderung erfahren. (Dauer des Fluoreszenz- 
abfalles.) Die Konzentration an B hangt aber nicht nur von dieser 
primaren Lichtreaktion ab, sondern auch von einer temperaturabhangi- 
gen Dunkelreaktion. Das geht aus der Temperaturabhangigkeit der 
stationaren Fluoreszenztilgung und der damit verbundenen Steilheit 
des Fluoreszenzabfalles hervor. Diese Dunkelreaktion kann nicht an 
der primaren Bildung von 8 beteiligt sein, weil die Zeitdauer der pri- 
maren Lichtreaktion, welche in dem Fluoreszenzabfall zum Ausdruck 
kommt, nicht von der Temperatur abhangig ist. Bei allen untersuchten 
Temperaturen geht der Fluoreszenzabfall in etwa der gleichen Zeit in 
die stationar bleibende Fluoreszenz tiber (Abb. 6). 

Die Tilgung selbst kann nur ein reiner Lichtvorgang sein. Bei 
niederen Temperaturen wird dieser Vorgang nicht durch die Dunkel- 
reaktionen beeinfluBt. Bei 6° liegt die stationaére Fluoreszertz sehr 
hoch, woraus geschlossen werden kann, da8 B photochemisch in einen 
nichttilgenden Stoff B, umgewandelt wird. Mit zunehmender Tem- 
peratur steigt die Konzentration an B. Es liegt deshalb nahe, die 
temperaturabhangige Dunkelreaktion als eine Folge des Tilgungs- 
vorganges zu betrachten, in welchem riickliufig wieder der tilgende 
Stoff B entsteht. Auf diese Weise kommen wir zwanglos zu einer 
einfachen, einleuchtenden Erklarung des waagerechten geradlinigen 
Teiles der Kurve als einem temperaturabhangigen Gleichgewichts- 
zustand, in welchem in der Zeiteinheit gleichviel B verschwindet und 
wieder neu gebildet wird. Der Tilgungsvorgang besteht in der photo- 
chemischen Umwandlung des fluoreszenztilgenden Stoffes B in einen 
nichtfluoreszenztilgenden B,. Das Photoprodukt B, von geringer 
Lebensdauer geht mit einer von der Temperatur abhangigen, aber von 
der Lichtintensitét unabhaingigen Geschwindigkeit wieder in den 
Ausgangszustand B zuriick: B=. B. 

Bo ist nur in beschrankter, sehr kleiner Menge vorhanden, die 
einen ganz bestimmten geringen Quantenbedarf zur Umwandlung in 2 
hat. Das erklirt die Form der Kurve als Erschépfungskurve, ferner 
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die Anderung der Kurve durch Anderung der Lichtintensitat und erklart 
auch, warum bei konstanter Lichtintensitét trotz Temperatur- 
veranderung die Zeitdauer des Fluoreszenzabfalles unverandert ist. 


Wir k6énnen jetzt verstehen, weshalb die Fluoreszenzabstiege in 
Abb. 6 so deutlich temperaturabhangige Steilheiten aufweisen, obwoll 
Bo =~. B rein photochemisch, also temperaturunabhangig sein mub. 
Mit dem Auftreten von B, setzt sogleich die Dunkelreaktion zuriick 
nach B ein, so daB dieses sich wieder an der Fluoreszenztilgung be- 
teiligt, wahrend immer noch B aus der beschrankten Menge By entsteht. 
Je rascher die Riickreaktion B,--> B verliuft, um so mehr wird sie 
ins Gewicht fallen und um so tiefer wird der Abfall ausgebuchtet sein. 
Umgekehrt verlauft bei tiefer Temperatur der Abfall immer flacher, 
da jetzt die temperaturabhangige Riickreaktion langsamer und die 
nichttilgende Form B, zunehmend stabilisiert wird. Bei 6° sind an der 
Kurvenform vorwiegend nur noch die beiden aufeinanderfolgenden 
photochemischen Reaktionen By + hy; > B und B+ hv, > B, be- 
teiligt. Der tilgende Stoff B kann in diesem Falle nicht in gréBerer 
Konzentration vorkommen, weil er in dem Mabe verbraucht wird, wie 
er entsteht. Dabei ist allerdings zu bedenken, daB die Geschwindigkeit 
beider Vorginge von der Anzahl der in der Zeiteinheit zur Verfiigung 
gestellten Quanten, also von der Wirksamkeit der beiden Sensibilisatoren 
abhangig ist. Die 0°-Kurve, Abb. 6, laBt eine deutliche Ausbuchtung 
durch voriibergehende Anhaufung von 8B erkennen. Die Bildungs- 
geschwindigkeit von B ist demnach anfanglich gréBer als seine Ver- 
brauchsgeschwindigkeit. Auf diese Weise laBt sich die scheinbare 
UnregelmaBigkeit dieser Kurve gegeniiber den anderen Kurven der 
gleichen Abbildung verstehen. 


Am Schlu8B der X. Abhandlung wurde kurz erwahnt, daB alle 
Veranderungen der Pflanze, die in der Fluoreszenzkurve zum Ausdruck 
kommen, im Dunklen reversibel in ihren Ausgangspunkt zuriickkehren. 
Das gilt auch fiir die durch Phenylurethan gehemmte Kurve. Die 
Dunkelzeit (Regenerationszeit), die nétig ist, um den Fluoreszenz- 
abfall der ersten Depression bei Wiederbelichtung in normalem Umfang 
hervorzurufen, betragt bei 20°10 Sekunden. Diese riicklaufige Reaktion 
spielt aber wahrend der Belichtung kaum eine Rolle, da die Licht- 
reaktion By — BunverhaltnismaBig rascher verléuft und B hinreichend 
bestandig ist, im Sinne B — B, weiterzureagieren. 


Wir fassen die Ergebnisse kurz in einem einfachen Schema zu- 
sammen : 


Licht Licht 
Boe. B eB, 


Dunkel Dunkel 
langsam = rasch 
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¢) Der Einflu8 des Sauerstoffs. 


Vom Standpunkt der Assimilationsforschung erwartet man, dai 
vor allem durch Untersuchungen des Kohlensaureeinflusses wichtige 
Ergebnisse gewonnen werden kénnen, wahrend die Einbeziehung des 
Sauerstoffs in die Betrachtung eher als Abschweifung empfunden wird. 
Die Messungen zeigen jedoch, daB gerade der Sauerstoff einen un. 
erwartet starken und merkwiirdigen EinfluB auf den Fluoreszenzverlaut 
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Abb. 7. Die Veriinderung der Fluoreszenzkurve von Ulva lactuca durch Sauerstoffentzug. 
t = 20°, J = 10HK, O,: 0,0001%,. 

austiibt und da dieser vermutlich eine prinzipielle Rolle bei den flu- 
oreszenzbeeinflussenden Vorgangen spielt. Der EinfluB des Kohlen- 
dioxyds, vor allem in den Konzentrationen, die fiir den Assimilations- 
prozeB in Betracht kommen, macht sich dagegen nur wenig und recht 
unspezifisch in den Fluoreszenzkurven bemerkbar. Aus diesen Griinden 
‘richtete sich die Aufmerksamkeit in erster Linie auf den Sauerstoff- 
einflu8. Er soll deshalb auch in der vorliegenden Arbeit vorangestellt 
werden. 

Seitdem man die Wirkung des Sauerstoffmangels das erste Mal 
beobachtete!, ist die Beziehung des Sauerstoffs zur Chlorophyll- 
fluoreszenz standig weiter verfolgt und mit immer verbesserten Beob- 
achtungsmitteln gemessen und beschrieben worden (vgl. Mitteilungen LV 
bis VIII dieser Reihe). 

Die Erscheinung besteht, wie schon in der Mitteilung VIII gezeigt 
wurde, im wesentlichen darin, daB mit abnehmender Sauerstoffkonzen- 
tration von einer relativ starken Verdiinnung ab (etwa 5% O,) dic 
Fluoreszenzkurve sich zunehmend verformt, um schlieBlich bei extrem 


1 H, Kautsky u. A. Hirsch, diese Zeitschr. 278, 373, 1935. 
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geringen Sauerstoffdrucken einen neuartigen, charakteristischen Verlauf 
anzunehmen. Abb.7 zeigt die entsprechenden Kurven, wie sie nach 
neueren Aufnahmen erhalten wurden. 

Es verschwindet vollig der erste Fluoreszenzanstieg und an seine 
Stelle tritt ein deutlicher Fluoreszenzabfall, der mit hoher Fluoreszenz- 
intensitat beginnt und zu einem charakteristisch geformten Minimum 
fiihrt. Die Fluoreszenzintensitat steigt jedoch sofort wieder an und 
stellt sich bald konstant | 
ein. Dieser Vorgang ver- 
lauft auBerordentlichrasch. 
Er ist bei mittlerer Licht- 
intensitat bereits nach 
1 Sekunde ganz _ abge- 
laufen, so daB er bei visu- 
eller Beobachtung kaum 
zu entdecken ist. Offenbar 
zeigt uns die Abb. 7 neben 
der auBerordentlichen Em- 
pfindlichkeit gegen Sauer- 
stoffmangel die Existenz 
eines sauerstoffunempfind- 
lichen Vorgangs. Es _ ist 
jener Vorgang, der in allen 
Normalkurven als soge- 
nannte erste Depression 
erkennbar ist und den Flu- 


Fluoreszenzintensitat 

















. ETE RE, : ‘ 
oreszenzanstieg stets mehr 
. . | ' 
oder weniger deformiert een a 
und sich durch zunehmen- gl ‘ t__ 
0 5 msec 


den Sauerstoffentzug im- oe 

‘ _ Abb. 8. Der EinfluB des Sauerstoffs in ver- 
mer reiner darstellen laBt. schiedener Konzentration auf die Fluoreszenz- 
Die Kurvenform der reinen kurve von Ulva lactuca. ¢ = 20°, J = 40 HK, 

z fi Registrierzeit: 13 Sekunden. 
Depression ist sehr charak- 
teristisch und ist bei allen bisher untersuchten Pflanzen in einer so 
erstaunlichen Gleichartigkeit zu beobachten, daB man die erste De- 
pression fiir eine elementare Kigenschaft der lebenden Pflanze halten 
méchte. 

Die Kurven der Abb.7 sind an ein und derselben Pflanze auf- 
genommen worden, erst bei Normalbedingungen (untere Kurve) und 
anschlieBend nach etwa zweistiindiger Sauerstoffentfernung mittels 
reinsten Stickstoffs (Osram): bei voélliger Sauerstofffreiheit. (Durch 
Evakuieren erzielt man die gleiche Wirkung.) Nach Wiederherstellung 
der Normalbedingungen ist nach weiteren 2 Stunden eine der ersten 

Biochemische Zeitschrift Band 315, 13 
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Normalkurve entsprechende Aufnahme erhalten worden. Der Einflut} 
von Sauerstoffmangel fiihrt also nurzu einer voriibergehenden Hemmung. 
nicht aber zu einer Schadigung der Pflanze. Er ist also vollkommen 
reversibel. 

Bis auf die erste Depression sind alle Kurvenmerkmale, der Anstieg. 
das Maximum, die zweite Depression und der Abfall, gegen Sauerstoff- 
mangel empfindlich. Um ein umfassendes Bild von der Abhangigkeit 

der Fluoreszenzkurve von 

", Sauerstoffdruck zu ge- 
1 winnen, wurden systema- 
2 tisch Kurven bei allen 
méglichen Drucken  auf- 
genommen, so da eine 
ganze Schar von Kurven 
erhalten wurde, aus der 
man die Abhangigkeit vom 
Sauerstoff fiir alle Konzen- 





trationen erkennen kann. 
Zur Erfassung aller Kur- 
venmerkmale wurden zwei 


Fluoreszenzintensitat 


Serien bei zwei verschie- 
denen Registriergeschwin- 
digkeiten (13 Sekunden und 
3 Minuten) hergestellt. 
Auber der Sauerstoffkon- 
zentration sind fiir samt- 
liche der Aufnahmen von 











ae Abb.8 und 9 die Bedingun- 

i) 4 14 > r ste ahs ' , . 
~ : ; paee gen konstant gehalten wor- 

* Abb.9. Der Einflu®8 des Sauerstoffs in ver- den (Versuchsobjekt : Ulva 
schiedener Konzentration auf die Fluoreszenz- lac - T . - 90 
vetuc Temperatur: 26' 

kurve von Ulva lactuca. ¢ = 20°, J = 40HK, 7 : fs , a at ait 
Registrierzeit: 3 Minuten. Lichtintensitaét: 40 ener- 


getische HK), so daB sie 

untereinander in jeder Beziehung vergleichbar sind. Kontrollauf- 
nahmen zeigten, dab jede Kurve beliebig oft wiederholbar ist und dal 
alle auftretenden Abweichungen von der Normalkurve vollkommen 
reversible Verainderungen in der Zelle und keine Schadigungen sind. 
Wie alle bisherigen Serien, so machen auch diese beiden einen 
klaren und gesetzmaBigen Kindruck. Auffallig ist, wie sich der Sauer- 
stoffeinfluB auf den recht engen Konzentrationsbereich von 0 bis 5°, 
beschrankt und da8 iiber dieser Grenze, bis hinauf zu extrem hohen 
Sauerstoffkonzentrationen, keine merklichen Anderungen der Kurven- 
form mehr auftreten. Es ist das eine sehr wichtige Tatsache, da hier 
durch die Annahme, wie sie in den allerersten Arbeiten dieser Reihe 
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vertreten wurde, daf die Tilgung der Chlorophylifluoreszenz direkt 
vom molekularen Sauerstoff herriihrt, unhaltbar ist. In diesem Falle 
miBte der Einflu8 des Sauerstoffs vor allem bei hohen Konzentrationen 
wirksam sein und keinesfalls sich auf einen solech engen Konzentrations- 
bereich von nur wenigen Prozenten beschranken. Man mu im Gegen- 
teil nach dem Kurvenbild annehmen, daB der Organismus sich in 
besonderer Weise vor der Wirkung des freien Sauerstoffs zu schiitzen 
vermag, da im Licht das Chlorophyll durch Photoxydation leicht 
zersetzt wird, aber in der lebenden Zelle auch in reiner Sauerstoff- 
atmosphare in keiner Weise angegriffen wird. 

Die Kurvenbilder Abb. 8 zeigen ferner die starke Sauerstoff- 
empfindlichkeit des Anstiegs, die sich jedoch nur iiber Konzentrationen 
von unter 2% Sauerstoff erstreckt. Wir sehen, wie mit geringer- 
werdendem Sauerstoffdruck die erste Depression immer deutlicher 
wird und der Anstieg immer héher beginnt, so daB sich immer mehr 
der charakteristische hakenférmige Kurvenanfang der Abb.7 aus- 
bildet. Etwas héher liegt die Grenze des Sauerstoffeinflusses fiir die 
zweite Depression und den Abfall. Hier erkennt man die letzten 
Anderungen bei etwa 5% Sauerstoff. Dariiber hinaus, bis 100%, 
andert sich das Kurvenbild nicht mehr wesentlich. In der Kurvenserie 
ist die dritte und vierte Depression deutlich sichtbar. Sie verstirken 
sich offenbar mit zunehmender Sauerstoffkonzentration. — Nach dem 
Kurvenbild Abb.8 sollte man eigentlich annehmen, daB im Falle 
volliger Sauerstofffreiheit die Fluoreszenz ziemlich konstant den an- 
fanglich erreichten hohen Wert beibehalt. Wir sehen aber in Abb. 9, 
daB schon nach etwa 15 Sekunden mit wachsender Schnelligkeit ein 
Fluoreszenzabfall einsetzt, der bereits nach 1 Minute die normale 
Fluoreszenztilgung wie bei Sauerstoffgegenwart herstellt, so daB man 
sagen kann, daB nach dieser Zeit der Sauerstoffeinflub, insbesondere 
der Sauerstoffmangel, nicht mehr erkennbar ist. 

Die extremen Faille zeigen in der Regel ihr Wesen am deutlichsten 
und lassen sich deshalb auch am ehesten iiberschauen. Das Interesse 
wurde aus diesem Grunde zuerst auf jene Grenzkurve gerichtet, die 
sich bei groBber Sauerstofffreiheit als sauerstoffunempfindlich ergeben 
hat. Wir hatten schon festgestellt, daB es durch Sauerstoffentzug 
gelingt, ein Kurvenmerkmal, die erste Depression, gesondert von allen 
anderen, rein darzustellen. Diese Tatsache gab neue experimentelle 
Méglichkeiten, die erste Depression niher zu untersuchen. 


d) Die 1. Fluoreszenzdepression. 

Die reine erste Depression, wie sie die obere Kurve der Abb. 7 
darstellt, 1laBt drei charakteristische Merkmale hervortreten: den ersten 
Fluoreszenzabfall, den darauffolgenden Wiederanstieg der Fluoreszenz 
und den im Wiederanstieg erreichten waagerechten Teil konstanter 
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Fluoreszenzintensitat. Es ist naheliegend, den ersten Fluoreszenz- 
abfall, mit dem die erste Depression beginnt, mit dem Abfall in Zu- 
sammenhang zu bringen, den die Pflanze in Gegenwart oberflachen- 


aktiver Stoffe zeigt (vgl. Abb. 1). Nicht nur in Form und Ausmaj. 


sondern auch in allen bisher festgestellten Eigenschaften (Lichtabhangig- 


keit, Temperaturabhangigkeit, Druckempfindlichkeit usw.) stimmen 
beide Vorgange iiberein, so daB wir sie als identisch auffassen kénnen. 


Es ergibt sich hieraus jedoch, daB der Abfall und Wiederanstieg der 
Fluoreszenz in der ersten Depression die Wirkung zweier verschiedener 


Vorgange sind. Beide unter. 
scheiden sich in ihrer Em- 
pfindlichkeit gegen ober- 
flachenaktive Stoffe, die nur 
den Wiederanstieg, aber 
kaum den Abfall hemmen. 
Es interessiert jetzt, ob 
die festgestellte Aufspaltbar- 
keit der ersten Depression 
in zwei Einzelvorgange sich 
auch in der Licht- und 
Temperaturabhangigkeit zu 
erkennen gibt. 
; Durch Variierung der 
8) aie | | Lichtintensitat kommt man 
zu einer Serie, wie sie Abb. 10 
wiedergibt. Bei geringer 
a Beleuchtungsstarke wird die 
Re Depression immer gréBer 
und ausgedehnter, bis sie 
‘ schlieBlich innerhalb der 
, ‘ . ‘iy Aufnahmezeit von 3,2 Se- 


Abb. 10. Die Abhingigkeit der ersten De- # 
pression von der Lichtintensitét. Sauerstofffrei, kunden nicht mehr ganz 


t = 20°, Registrierzeit: 3 Sekunden. (Die Licht- 
r or 
intensitaét ist in energetischen HK angegeben.) erfaBt und nu noch de 
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erste Abfall wiedergegeben 
werden kann. Die Lichtabhangigkeit beider Vorginge ist offensicht- 
lich. Gleichzeitig scheint aber auch die erreichte Tiefe des Minimums 
mit abnehmender Helligkeit gréBer zu werden. Die bei hoher Inten- 
sitat nur kurz und verhaltnismaBig unscheinbar auftretende De- 
pression nimmt bei geringen Lichtintensitéten ganz unerwartet groBe 
AusmaBe an. Aus diesem Grunde wurden zum Studium der ersten 
Depression niedrige Lichtintensitaéten fiir die Messungen bevorzugt. 
Das ist auch in der Abb. 11 geschehen, die die Temperaturabhangigkeit 
der Depression wiedergibt. 
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Drei Dinge lassen sich unmittelbar aus dieser Serie feststellen: 

1. Die Héhe der stationaren Fluoreszenz nimmt mit steigender Tem- 
peratur ab. 

2. Der Abfall zeigt etwa das Verhalten wie in der Serie Abb. 6 (vgl. 
S. 182), die bei Phenylurethanhemmung aufgenommen wurde. Er 
ist vor allem in der Steilheit, weniger in der Dauer temperatur- 
abhangig 1}. 

3. Der Wiederanstieg ist stark temperaturabhangig. Das ist an der 
Zeit, die zum Erreichen der stationéren Fluoreszenz nétig ist, gut 
zu erkennen. 
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Abb. 11. Die Abhiangigkeit der ersten Depression von der Temperatur. Sauerstofffrei, 
J 4 HK, Registrierzeit: 3 Sekunden 


Die Eigenschaften des Fluoreszenzabfalles, mit dem die erste 
Depression einsetzt, sind bereits ausfiihrlich besprochen worden, so 
da8 wir uns gleich naher mit dem nachfolgenden Wiederansteigen der 
Fluoreszenz befassen kénnen. 

Aus den Messungen kennen wir folgende Eigenschaften des Flu- 
oreszenzanstiegs der ersten Depression: Er ist 1. abhangig von der 
Lichtintensitat, 2. ebenfalls abhingig von der Temperatur, 3. voll- 
kommen hemmbar durch oberflichenaktive Stoffe, 4. unempfindlich 


1 Ob die gestrichelt gezeichneten Kurvenanfange dem tatsachlichen 
Fluoreszenzverhalten entsprechen, kann auf Grund der Messung nur ver- 
mutet werden, da die Aufnahmen bei sehr geringer Lichtintensitat und 
bei entsprechend hoher Elektrometerempfindlichkeit aufgenommen worden 
sind, Bei einer solchen Empfindlichkeit ist jedoch die Einstellgeschwindig- 
keit des registrierenden Elektrometerfadens stark vermindert, so da® auf 
die erste Zehntelsekunde verzichtet werden muBte. Es ist zu hoffen, daB 
spaitere Aufnahmen den hier nicht erfaBten kurzen Zeitabschnitt der Messung 
noch zuginglich machen werden. 
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gegen Sauerstoffmangel. Dem Wiederanstieg der Fluoreszenz in der 
ersten Depression liegen demnach zumindest eine von der Lichtintensitat 
abhangige Lichtreaktion und eine von der Temperatur abhangige 
Dunkelreaktion zugrunde. Die im Wiederanstieg erreichte stationare 
Fluoreszenz enthalt nach ihrer Intensitaéts- und Temperaturabhangig- 
keit! ebenfalls Licht- und Dunkelreaktionen, die im Gleichgewicht 
miteinander stehen. Die Hemmbarkeit des Wiederanstiegs durch 
Phenylurethan 1aBt darauf schlieBen, daB in ihm eine stoffliche Kom- 
ponente (mit D bezeichnet) wirksam ist, welche adsorbiert ist und des- 
halb durch oberflachenaktive Stoffe aus der Chlorophylloberflache 
verdrangbar ist. Sie ist die Voraussetzung fiir den Wiederanstieg. 

Die Vorgange, welche sich in dem Wiederansteigen der Fluoreszenz 
spiegeln, kénnten entweder unabhaingig von denen des Fluoreszenz- 
abfalles der ersten Depression gleichzeitig neben diesen verlaufen, oder 
aber Folgereaktionen der stofflichen Umwandlungen dieses Fluoreszenz- 
abfalles sein. Waren sie unabhangig, dann miiBte die erste Depression, 
dem ansteigenden Kurventeil nach zu schlieBen, mit einer erheblichen 
Tilgung beginnen. Sie beginnt aber gerade im Gegenteil mit einer 
bedeutenden Fluoreszenzhelligkeit, von der aus der Fluoreszenzabfall 
einsetzt (Abb. 7). Der Wiederanstieg kann deshalb nur eine Folge der 
im vorangehenden Fluoreszenzabfall sich abspielenden Vorgange sein. 

Der Fluoreszenzabfall ist primar durch eine Lichtreaktion By > B 
verursacht, die nicht in einer Fluoreszenzveranderung zum Ausdruck 
kommt (s. 8. 184). Erst die weitere photochemische Verwandlung von 
Bin B, verbraucht Anregungsenergie des fluoreszenzfahigen Chlorophylls 
unter Fluoreszenzléschung. Ware B, einigermaBen stabil (wie etwa 
bei 0°), dann kann es kaum zu einem stark ausgepragten Fluoreszenz- 
abfall kommen, weil der fluoreszenztilgende Stoff B in dem MaBe, wie 
er entsteht, auch wieder in den nichtfluoreszenztilgenden B, verwandelt 
wird. Es treten in diesem Falle keine gréBeren Konzentrationen des 
léschenden Stoffes auf. Mit zunehmender Temperatur steigert. sicli 
aber die Geschwindigkeit der lichtunabhangigen Riickverwandlung 
von B, nach B. Der Fluoreszenzabfall wird dadurch steiler. Der im 
Fluoreszenzabfall erreichte Tilgungsgrad ist also im wesentlichen eine 
Funktion der Geschwindigkeit der Dunkelreaktion B, --> B. Treten, 
wie aus den Phenylurethankurven Abb, 2 und 3 ersichtlich ist, keine 
weiteren Reaktionen hinzu, dann stellt sich nach Ablauf der Primar- 
reaktion By) > B ein Gleichgewicht B= B, und damit eine konstante 
Fluoreszenztilgung ein. 

In der durch Phenylurethan ungehemmten Depression beobachteten 
wir jedoch ein Wiederansteigen der Fluoreszenz (Abb. 7). Wenn kein 
ganz besonderer neuartiger ProzeB sich damit kundtut, so bedeutet 
das, daB durch irgendeinen Vorgang B oder B,; im MaBe des Wieder- 


1S. auch XII. Mitteilung, Abb. 1 bis 6. 
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ansteigens der Fluoreszenz aus dem Gleichgewicht B =>. B, entzogen 
wird. Wie aus den waagerechten Endteilen der Kurven zu ersehen 
ist, stellt sich im Wiederansteigen der Fluoreszenz mit Hilfe dieser 
Reaktion ein neues, ebenfalls temperaturabhangiges Gleichgewicht ein. 
Aus der héheren Fluoreszenzhelligkeit laBt sich schlieBen, daB an diesem 
Gleichgewicht ein die Fluoreszenz nicht tilgender Stoff (B 3) beteiligt 
ist, welcher nicht so leicht wie B, in einer Dunkelreaktion wieder in 
einen fluoreszenztilgenden Stoff riickverwandelt wird. By ist in dieser 
Hinsicht stabiler wie B,. 

Die unmittelbare Ursache des Wiederansteigens der Fluoreszenz 
in der ersten Depression ist, wie aus ihrer vollkommenen Hemmbarkeit 
durch oberflachenaktive Stoffe hervorgeht, ein adsorbierter Stoff D. 
Aus der gleichzeitigen. Licht- und Temperaturabhangigkeit ergibt sich 
ferner, daB das Wiederansteigen der Fluoreszenz durch ein Zusammen- 
wirken von Dunkel- und Lichtreaktion zustande kommt. Welcher von 
den beiden Vorgangen greift nun zuerst in das Lichtgleichgewicht 
B= B, ein? Dieses Gleichgewicht stellt sich unbeeinfluBt durch 
oberflichenaktive Stoffe konstant ein (Abb. 1). An diesem Gleich- 
gewicht kann sich bei konstant bleibender Lichtintensitat und Tem- 
peratur nichts weiter andern, wenn blob das Phenylurethan von der 
Grenzflache entfernt wird, es sei denn, daB einer der Reaktionspartner B 
oder B, durch den nun an der Oberfliche adsorbierten Stoff D so ver- 
indert wird, daB er im Licht wieder photochemisch weiterreagieren 
kann. In Hinblick auf diese Méglichkeit wird man den naheliegenden 
SchluB ziehen, daB zuerst in einer Dunkelreaktion aus B oder B, mit 
Hilfe von D ein Reaktionsprodukt B, entsteht, dessen Konzentration 
die Geschwindigkeit der folgenden Lichtreaktion, in weleher B, in Bg 
in wiederansteigender Fluoreszenz umgewandelt wird, bestimmt. 
Diese Vorstellung laBt die gleichzeitige Abhangigkeit des Wieder- 
ansteigens der Fluoreszenz von Lichtintensitat und Temperatur be- 
greiflich erscheinen. 

Unter Voraussetzung dieser Vorstellung suchen wir noch fest- 
zustellen, welche von den beiden Komponenten des Gleichgewichts 
B =. B, wahbrscheinlich mit D in Wechselwirkung tritt. Die beiden 
einfachsten Méglichkeiten kommen in den folgenden Reaktionsschemen 
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Die durchgezogenen Pfeile bedeuten auch hier Lichtreaktionen, die 
gestrichelten Dunkelreaktionen. Die obenstehenden Stoffe Bo, B, 
und Bs tilgen nicht die Chlorophyllfluoreszenz, die unten stehenden £B 
und B, tilgen die Chlorophyllfluoreszenz. 

Die Kurven Abb. 11 wurden bei niederen Lichtintensitaten ge- 
messen, weil dadurch die erste Depression besonders ausgepragt wird. 
Nach Schema 1 wird bei héherer Temperatur und geringer Licht- 
intensitat der im Fluoreszenzabfall erreichte Grad der Fluoreszenz- 
tilgung nur gering sein kénnen. Verlauft na&imlich der temperatur- 
abhangige Vorgang B---»> B, sehr rasch, dann wird der Vorgang 
B=. B, wriickgedrangt und der Gesamtvorgang nahert sich dem 
Schema By — B, =. Bs, in welchem zwei Lichtreaktionen fast un- 
mittelbar aufeinanderfolgen. (Ktwa wie bei der 0°-Kurve der Abb. 6.) 
Ks ist klar, daB in diesem Falle gréBere Konzentrationen von fluoreszenz- 
tilgendem B oder B, kaum auftreten kénnen, weil die tilgenden Stoffe, 
die sich hier am gleichen Sensibilisator befinden, nach MaBgabe ihres 
Entstehens auch wieder verbraucht werden. Das Schema 1 steht 
somit im Widerspruch zu den in Abb. 11 und Abb. 6 aufgezeichneten 
Tatsachen. Wir entschlieBen uns deshalb, das zweite Schema der 
ersten Depression zugrunde zu legen. Es tragt der starken Tilgung 
bei geringen Lichtintensitéten und hohen Temperaturen Rechnung 
und laBt die gleichzeitige Licht- und Temperaturabhangigkeit des 
Wiederansteigens der’ Fluoreszenz verstehen. 

Eine Tatsache ist bisher in dem Schema noch unberiicksichtigt 
geblieben, die starke Temperaturabhangigkeit der im Wiederanstieg 
erreichten, konstant bleibenden Fluoreszenz. Sie kann, wie gesagt, in 
natiirlicher Weise wie die im vorhergehenden Fluoreszenzabfall erreichte 
konstante Fluoreszenz (Abb. 1), als Gleichgewicht zweier Reaktionen 
gedeutet werden, in welchem ein dem Lichtvorgang entgegengesetzter 
Dunkelvorgang mit gleicher Geschwindigkeit zuriickliuft, B. <> Bs. 

Die von der Belichtung unabhangigen Dunkelreaktionen miissen 
nach Abbrechen der Belichtung so lange weiter laufen, bis ein Dunkel- 
zustand erreicht ist. LaBt man die erste Depression im Licht vollstandig 
bis zur Konstanz der Fluoreszenz ablaufen und verdunkelt nicht einmal 
1 Sekunde, dann beobachtet man bei erneutem Belichten wieder die 
vollstandige unverdinderte Depression (Abb. 12). In dieser kurzen Zeit 
sind alle durch das Licht bewirkten Veranderungen verschwunden und 
der Dunkelzustand des Versuchsobjekts regeneriert. Vermutlich 
vollzieht sich die Regeneration riicklaufig tiber alle im Licht durch- 
laufenen Zwischenzustande. Wir konnten ja feststellen, daB zu den 
Lichtreaktionen riickliufige Dunkelreaktionen gehéren. Man kénnte 
einwenden, da dieser Weg der Regeneration nicht in Frage kommt, 
weil die an den Phenylurethankurven gemessene Regenerationszeit 
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(S. 185) 10 Sekunden betragt. Dieser Einwand besitzt jedoch geringes 
Gewicht angesichts der Feststellung, dai der Fluoreszenzabfail der 
ersten Depression durch Phenylurethan gehemmt war, wahrend es 
sich hier um das Verhalten phenylurethanfreier Versuchsobjekte handelt. 

Der Wert der bisherigen experimentellen Feststellungen ist nicht 
von der Giiltigkeit des aufgestellten speziellen Schemas in seinen Einzel- 
heiten abhaéngig. Ob dieses Schema die Kurven ausreichend erklart, 
wird sich bei weiteren Versuchen leicht herausstellen. Unabhangig 
von allen speziellen Deutungen steht aber fest, daB es sich in der ersten 
Depression um die Aufdeckung eines einzigartigen Mechanismus in der 
Pflanze handelt, in denen drei miteinander gekoppelte Lichtreaktionen 
nacheinander ablaufen, die durch Dunkelreaktionen zu Kreislaufen 
geschlossen sind. Diese Tatsachen wollen wir fiir die spaiteren Dis- 
kussionen in der XII. Abhandlung festhalten. 


e) Der Fluoreszenzanstieg, 

Wir fragen uns nun, welches die Griinde dafiir sind, da der Sauer- 
stoff sich in den Fluoreszenzkurven nur bemerkbar macht, wenn seine 
Konzentration unter 5% herabsinkt. Die Fluoreszenzainderungen sind 
nicht gegen Sauerstoff an sich, sondern gegen Sauerstoffmangel emp- 
findlich. Wir sehen, daB Sauerstoffgegenwart notwendige Bedingung 
fiir das Zustandekommen der Normalkurven ist. Der tilgende Stoff 
ist offenbar nur in beschrankter Menge vorhanden. Die Existenz eines 
Anstiegs, der im Wesen eine Erschépfungskurve fiir den tilgenden Stoff 
darstellt, ist unmittelbarer Ausdruck solch einer Begrenzung. Ande- 
rungen des Sauerstoffdrucks zwischen 5 und 100°. vermégen an dieser 
Menge tilgenden Stoffs nichts zu andern, da der Anstieg gegen solche 
Sauerstoffkonzentrationen unabhangig ist. Der molekulare Sauerstoff 
kann also nicht unmittelbar der fluoreszenztilgende Stoff sein, der 
sich in den sauerstoffabhingigen Kurven aubert. 

Um alledem gerecht zu werden, miissen wir annehmen, daf der 
Sauerstoff eine Verbindung mit einem in beschrainkter Menge vor- 
handenen Stoff eingeht. Erst durch diese Vereinigung entsteht der 
tilgungsfahige Stoff. Die Art der Bindung muB dissoziabel im Sinne 
eines Dissoziationsgleichgewichts sein, denn es gelingt durch bloBen 
Entzug von Sauerstoff im Dunkeln, die Konzentration des fluoreszenz- 
tilgenden Stoffes zu verringern. Sinkt der Sauerstoffdruck unter 
38mm (= 5% O,), so beginnt die Dissoziation in die fiir sich allein 
nicht fluoreszenztilgenden Komponenten wirksam zu werden. Wie die 


€ 
so daB Konzentrationserhéhung dariiber 


Kurven zeigen (Abb. 8, Kurve 8), ist schon bei 5% Sauerstoff die Sauer- 


stoffsittigung erreicht (bei 20°) 


’ 


hinaus keine wesentlichen Anderungen mehr hervorzurufen vermag. 
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Nach dieser Vorstellung handelt es sich hier offenbar um einen Stoff, 
der in bezug auf die Sauerstoffbindefahigkeit sich ganz analog verhalt 
wie der Blutfarbstoff, nur liegt dessen Sattigungsgrenze bei etwas 
héherem Sauerstoffdruck. 

Die friiheren Arbeiten hatten bereits zu der Annahme einer disso- 
ziablen Sauerstoffverbindung gefiihrt. Es sei deshalb zur weiteren 
Orientierung auf die entsprechende Literatur verwiesen, wo diese 
Frage schon eingehend behandelt worden ist (Mitteilung VIII). Die 
neueren Messungen haben an diesen Vorstellungen im wesentlichen 
nichts 4ndern kénnen. 

Wir wissen jetzt, daB der fluoreszenztilgende Stoff B, der die 
Tilgung bei Sauerstofffreiheit und bei den Phenylurethankurven hervor- 
ruft, nicht auch der Stoff sein kann, der die Anfangstilgung und den 
Anstieg der Normalkurven verursacht. Beide Stoffe unterscheiden sich, 
wie wir sahen, prinzipiell in ihrem Verhalten gegen Sauerstoffmangel. 
Fiir die Beurteilung der gesamten Fluoreszenzerscheinung ist diese 
Feststellung wichtig. 

Zur besseren Veranschaulichung ist es niitzlich, die geschilderten 
Tatsachen in einem Schema zusammenzufassen: Wir bezeichnen den 
Stoff, der die Anfangstilgung und den Anstieg hervorruft mit A. Dieser 
Stoff geht mit Hilfe des Chlorophylls in einer Lichtreaktion in den 
nichtfluoreszenztilgenden Stoff A, tiber. Andererseits wissen wir, da A 
bei Sauerstoffmangel im Dunkeln durch die Wirkung eines Dissoziations- 
gleichgewichts in molekularen Sauerstoff und einen nichtfluoreszenz- 
tilgenden Stoff zerfallt. Diesen wollen wir mit Ag bezeichnen. 

Fiir den Fluoreszenzanstieg kénnen wir nun das folgende Schema! 
aufschreiben : 

Dunkel Licht 


ho Hh Sa A Se A 
Dunkel 





Das Photoprodukt A, ist im Vergleich zu B, recht stabil. Die 
Lebensdauer laBt sich bequem dadurch messen, da man die Pflanze 
solange belichtet, da der Anstieg eben bis zam Maximum abgelaufen 
ist, die Belichtung dann abbricht und nun die Dunkelzeit bestimmt, die 
notwendig ist, um bei Wiederbelichtung den Anstieg in normalem 
AusmaB wieder zu erhalten. Diese Regenerationszeit ist stark tem- 
peraturabhangig (Dunkelreaktion!) und betragt bei 20° einige Minuten. 
Die Regenerationszeit von B, nach By dauert dagegen kaum 1 Sekunde. 


1 ‘Um das Schema so allgemein wie méglich zu halten und innerhalb 
dieser Arbeit eine einheitliche Schreibweise einzuhalten (vgl. B, 2 BV. B,), 
“een os ge hi 
wurde von der friiher iiblichen A + O, @ (AO,) > (AO,)* abgegangen. 
Sachlich driicken beide Schemen das gleiche aus 


A, = A, A= AO,, A, = (AO,).. 
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Diese Unterschiede in den Regenerationszeiten geben die Méglich- 
keit einer Trennung der 4- und B-Reihe ohne Anderung der natiirlichen 
Bedingungen. Hiervon wurde in einem verhaltnismaBig leicht aus- 
fihrbaren Versuch Gebrauch gemacht, der in besonders anschaulicher 
Weise das unterschiedliche Verhalten der A- und B-Vorginge im Be- 
lichtungsbeginn zeigt. 

Sorgt man namlich durch geeignete kurze Vorbelichtung dafiir, 
da der fluoreszenztilgende Stoff A eben vollstaéndig in den verhiltnis- 
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Abb. 12. Die Darstellung der ersten Depression (frei vom Anstieg, bei Sauerstoffgegenwart) 
durch Vorbelichtung (vgl. Text S$. 194). Aufgenommen an Parietaria officinalis, Vorbelichtung 
2 Sekunden, ¢ = 20°, Luft, Registrierzeit: 5 Sekunden, J 40 HK. 


maBig besténdigen nichttilgenden Stoff A, tthergegangen ist (Aus- 
bildung des ersten Maximums), so muB nach entsprechend kurzer 
Dunkelzeit (1/, bis 2 Sekunden), in der sich die Photoprodukte der 
B-Reihe bereits wieder zu B, regeneriert haben, bei Wiederbelichtung 
die erste Depression gesondert vom Anstieg rein darstellen lassen, 
Abb. 12 zeigt die Durchfiihrung und das Ergebnis des Versuchs. Wie 
erwartet, ergab sich die Kurve der isolierten ersten Depression, die wir 
bisher nur durch weitgehenden Sauerstoffentzug hatten darstellen 
kénnen. Dieses Ergebnis ist zugleich eine Entgegnung auf den méglichen 
Einwand, daB die durch Evakuieren oder durch langanhaltendes Ein- 
wirken von Stickstoff entstandenen Kurven der Abb.7 bis 11 einem 
anormalen Zustand der so behandelten Pflanzen zuzuschreiben seien. 
Der hier beschriebene Versuch anderte in keiner Weise etwas an den 
natiirlichen Bedingungen, unter denen sich die assimilierende Pflanze 
befindet. 

Zu dem Versuch ist noch zu bemerken, da als Versuchspflanze 
hier zweckmaBig eine solche mit méglichst lange dauerndem Fluoreszenz- 
anstieg verwendet wurde. Ulva lactuca zeigt den Anstieg so rasch 
(0,1 bis 0,5 Sekunden), daB die erforderliche Vorbelichtungszeit bis 
zum eben ausgebildeten ersten Maximum so kurz ist, da} sieexperimentel| 
schwer zu erfassen ist. Bei Blattpflanzen dauert der Fluoreszenzanstieg 
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im allgemeinen linger, so daB das Erreichen des ersten Maximums 
bequem zu beobachten ist. Versuch Abb. 12 ist mit Parietaria officinalis 
mit einer Anstiegszeit von 2 Sekunden Dauer durchgefiihrt worden. 

Zur weiteren Klarung der Frage iiber das Wesen der dissoziablen 
Sauerstoffverbindung A war es wichtig, Experimente zu finden, die 
unmittelbar den Dissoziationsvorgang zu priifen gestatteten. Ein 





Dissoziationsgleichgewicht, wie wir es uns hier vorstellen, mui in erster 
Linie reversibel sein. Diese Eigenschaft ist im folgenden untersucht 
worden. 

Es wurde zunachst der Sauerstoff vollkommen entfernt, so da 
der Anstieg in der Fluoreszenzkurve véllig verschwand und sich eine 
Kurve ergab wie in Abb. 7. 
Darauf wurden dem Stick- 
stoff minimale Mengen 
Sauerstoff beigemischt und 
die Kurvenveranderungen 
beobachtet (Abb. 13), die 
hierdurch eintraten, Bis 
0,05 % Sauerstoff blieb die 
Kurve vollig unverandert, 
bei 0.1% 
ersten Veranderungen. Der 


zeigten sich die 


Flooreszenzintensitat 
™ 
S$ 


anfaingliche Fluoreszenz- 
abfall (erste Depression) 





beginnt jetzt flacher zu 
werden. Bereits bei 0,3 °, 
erhalt man einen fast hori- 








0 Radeon zontalen Kurvenanfang (es 
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Abb. 13. Die Abhingigkeit der Fluoreszenzkurve I 


"von Ulvalactuca von geringen Sauerstoffdrucken. Fluoreszenzabfall der er- 
J 1OHK,¢ 20°, Registrierzeit: 3 Sekunden. . 

‘I > » ee or 

Die Aufnahmen sind in Reihenfolge der Beziffe- sten Depression und der 

rung aufgenommen worden. Tragen Kurven zwei durch die dissoziable Sauer- 


Ziffern, so sind sie das Bild zweier deckungs- 


stthiiney idethe. stoffverbindung A verur- 





sachte Fluoreszenzanstieg ). 
und schon bei 0,5 % ist der Anstieg in fast normalem Ausmaf wieder vor- 
handen, Die Fluoreszenzkurve ist in dem vorliegenden Konzentrations- 
gebiet auBerordentlich empfindlich und eignet sich besonders zur Unter- 





suchung des Dissoziationsvorganges. In dem Versuch wurde nun zur 
Kontrolle wieder der Sauerstoffdruck auf 0,3 % 
sich Kurve 8 der Abb. 13, die mit Kurve 6 iibereinstimmt, die wir 
vorher bei dem gleichen Druck erhalten hatten. Weiterer Sauerstoff- 
entzug gab bei 0,1°% die Kurve 9, die mit Kurve 5 iibereinstimmt. 
Die Sauerstoffabhangigkeit des Fluoreszenzverlaufes ist also, auch 
innerhalb kleiner Konzentrationsintervalle (hier 0,1 bis 0.5%) durchaus 


eingestellt. Es ergab 
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reversibel. Die kritische Sauerstoffkonzentration, bei der der Ubergang 
des Anstiegs in den Depressionsabfall vor sich geht, liegt etwa bei 0,2 
bis 1%). 

Zur Ausfiihrung der Messungen ist noch hinzuzufiigen: Kurve | 
wurde bei Normalbedingungen aufgenommen (Lichtintensitat 10 ener- 
getische HK, Registrierzeit: 3 Sekunden, Temperatur: 20°, Objekt: 
Ulva lactuca). Dann wurde die Alge wahrend 2 Stunden mit reinstem 
Stickstoff (Osram) véllig vom Sauerstoff befreit (Kurve 2). Der ver- 
wendete Stickstoff enthielt weniger als 0.001% Sauerstoff. Durch 
geeignete Beimischung von 
technischem = Bombenstick- 
stoff, der 0,4% Sauerstoff 
enthielt, wurden dann die mae 


einzelnen Sauerstoffkonzen- sj 5 ee creams i 50° 
20° 


trationen: 0,01°, (Kurve 3,) 
ei uae 





te 
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0.05%, (Kurve 4), 0,1°,, (Kur- 
ven 5 und 9), 0,3% (Kur- 
ven 6 und 8) und 0.5% (Kur- 
ve 7) hergestellt. 


Fluoreszenzintensitat 





Zwischen den einzelnen 
Aufnahmen wurden stets hin- 
reichend lange Dunkelzeiten _--- ae 


(60 bis 100 Minuten) ein- — , , P 1 
0 1 2 3 50 


i Abb. 14. Die Abhingigkeit der Fluoreszenzkurve 
der Fluoreszenzkurven durch von Ulva lactuea von der Temperatur bei ge- 


Wiederholungsaufnahmen ge- Hinge Seueptctidresk. 0.8% Suauubotl, 
xi ; J = 10HK, Registrierzeit: 3 Sekunden. 
prift. AbschlieBend wurde 


1 Stunde lang Luft durch die Kiivette geleitet und eine Normalauf- 











geschoben und die Konstanz 


nahme aufgenommen, um die Unversehrtheit der Alge zu kontrollieren 
(Kurve 10). 

Ein Dissoziationsgleichgewicht, wie das vorliegende, muB auBer 
von der Sauerstoffkonzentration auch von der Temperatur abhangig 
sein. Da die Dissoziation des tilgenden Stoffes A im Konzentrations- 
bereich von 9,1 bis 0.5% Sauerstoff in der Fluoreszenzkurve sehr 
deutlich zu beobachten ist, bestand die Méglichkeit, den EinfluB der 
Temperatur auf die Lage des Dissoziationsgleichgewichts in diesem 
Konzentrationsbereich zu bestimmen. 

Es wurde hierzu bei 20° die Konzentration von 0,3° Sauerstoff 
eingestellt, so daB die Fluoreszenzkurve eben den Ubergang von Anstieg 
zu Depressionsabfall zeigt, wie es den Kurven 6 und 8 in Abb. 13 ent- 
spricht. 

Handelt es sich hier wirklich um einen Dissoziationsvorgang, so 
miBte bei konstantem Sauerstoffdruck die Konzentration des tilgenden 
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Stoffes 4 und damit der Fluoreszenzanstieg von der Temperatur in 
dem Mabe abhangig sein, wie sich das Dissoziationsgleichgewicht mit 
der Temperatur verschiebt. Temperaturerhéhung miiBte zu einer Ver- 
minderung, Temperaturerniedrigung zu einer VergréBerung der wirk- 
samen Menge von A fiihren. Wie die Abb. 14 zeigt besteht tatsachlich 
eine deutliche Abhdngigkeit in der Ausbildung des Fluoreszenzanstieges. 
Erwarmung auf 30° laBt den Anstieg véllig verschwinden, so daB die 
typische Kurvenform der reinen ersten Depression entstand (Kurve 3, 
Abb. 14), sowie sie auch durch Verringerung des Sauerstoffdruckes 
entsteht Bei 30° ist die Lage des Gleichgewichts schon weit zugunsten 
der dissoziierten Form des nichttilgenden Stoffes A, verschoben, so 
daB es zur Ausbildung der Anfangstilgung und des Fluoreszenzanstieges 
nicht mehr kommen kann. Zur Kontrolle wurde anschlieBend wieder 
bei 20° die Messung der Kurve 2 wiederholt. Beide stimmen voll- 
stindig tiberein und zeigen deutlich das Wiederauftreten des An- 
stieges. Kiihlt man weiter ab auf 10°, so bildet sich der Anstieg wieder 
vollkommen aus. Das Dissoziationsgleichgewicht hat in diesem Falle 
sich zugunsten der fluoreszenztilgenden Form A eingestellt. Das Ver- 
halten der Fluoreszenzkurven bei geringen Sauerstoffkonzentrationen 
gegen Anderung der Temperatur und des Sauerstoffdruckes entspricht 
also ganz den Erwartungen auf Grund der Vorstellung eines disso- 
ziablen Gleichgewichts der Art: 
Ag + Og >. A. 

Fiir das Studium der einzelnen Kurvenmerkmale ist es wesentlich, 
daB es durch Anwendung geeigneter Bedingungen gelingt, bestimmte 
Vorgange fiir sich allein ablaufen zu lassen und sie isoliert von allen 
anderen untersuchen zu kénnen. Wir sahen bereits, da sich die Vor- 
gainge der ersten Depression durch Sauerstoffentfernung bzw. durch 
Phenylurethanhemmung rein darstellen lieBen. Schwieriger liegen die 
Verhaltnisse wegen der schweren Hemmbarkeit der Depressions. 
vorgange bei der Isolierung der Anstiegsreaktion. Durch Anwendung 
niedriger Temperatur kann der Anstieg bis auf eine minimale Ver- 
zerrung durch die erste Depression ebenfalls ziemlich rein dargestellt 
werden. Eine andere bessere Méglichkeit besteht in der Tatsache, dal} 
der Anstieg im Unterschied zur ersten Depression auBerordentlich 
unempfindlich gegen mechanische Schadigungen des Zellinneren 
ist. Quetscht man z. B. ein Blatt, so daB seine innere Struktur 
zerstoért wird so bleibt trotzdem der Anstieg unbeeinfluBt, wahrend 
alle iibrigen Merkmale und auch die Assimilationsfaihigkeit durch 
diesen energischen Eingriff véllig beseitigt werden. Frischer, griine: 
PreBsaft, insbesondere isolierte Grana griiner Blatter, zeigen eben- 
falls nur den Anstieg, und zwar vollig frei von allen anderen Reak- 
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r in — tionen!, [solierte Grana sind deshalb besonders fiir die Untersuchungen 
mit [} der Anstiegsreaktionen geeignet, weil es hier gelingt, einen einzelnen 
Ver- Vorgang der Fluoreszenzkurve auch stofflich von den iibrigen Zell- 
irk. 
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f) Der EinfluB der Kohlensiure, 
Es liegt auf der Hand, in den beobachteten Fluoreszenzinderungen 
einen Vorgang zu vermuten, der mit der Kohlensdureassimilation in 
ich. irgendeiner Beziehung steht. 
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es lohnend zu sein, die Untersuchungen in dieser Richtung weiter- 
zufiithren. Zur allgemeinen Orientierung iiber den KohlensaéureeinfluS 
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Abb. 17. Die Abhingigkeit der Fluoreszenzkurve 
von Kohlendioxyd verschiedener Konzentra- 
tionen. J = 40 HK, t = 20°, Registrierzeit: 
50 Sekunden. 
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Abb. 18. Die Abhingigkeit der Fluoreszenzkurve 

von Kohlendioxyd verschiedener ‘Konzentra- 

tionen. J = 40 HK, t = 20°, Registrierzeit: 
3 Minuten. 


1 Vgl. IX. Mitteilung, S. 146. 


wurden zundchst Aufnah- 
men verschiedener_ Regi- 
strierzeit bei allen még- 
lichen CO,-Konzentrati- 
onen durchgefiihrt, so wie 
es auch in entsprechender 
Weise bei den  Unter- 
suchungen tiber den Sauer- 
stoffeinfluB geschehen ist. 
Die Kurvenserien der Ab- 
bildungen 16, 17 und 18 
wurden erhalten, indem 
ein maBig rascher Luft- 
strom (10 Liter /Stunde) 
mit bestimmter, jeweils 
verschiedener Beimischung 
von Kohlensaure durch die 
Versuchskiivette __geleitet 
wurde, Zur Einstellung des 
Gasgleichgewichts in der 
Kiivette lieB man vor jeder 
Aufnahme erst hinreichend 
lange (60 bis 100 Minuten) 
das beabsichtigte Gas- 
gemisch einwirken. Vor 
und hinter der Kiivette 
wurde in dieser Zeit und 
unmittelbar vor der Auf- 
nahme die Gaszusammen- 
setzung analysiert! und 
kontrolliert. Die einzelnen 
Kurven sind in itiblicher 
Weise jeweils um einen 
bestimmten Betrag  ver- 
schoben itibereinander ge- 
zeichnet worden, damit sie 
sich gegenseitig nicht iiber- 
decken. 
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Der wesentliche EinfluB der Kohlenséure macht sich nach diesen 
Aufnahmen erst bei h6heren Konzentrationen bemerkbar, die bedeutend 
héher liegen, als sie fiir den normalen Assimilationsvorgang in der 
Natur jemals auftreten kénnen. Die Kohlenséwrewirkung auBert sich 
vornehmlich in einer Hemmung der zweiten Depression und des Flu- 
oreszenzabfalles. Das erste Maximum wird hierdurch breiter und die 
stationare Fluoreszenz wird infolge der Abfallshemmung spater erreicht 
als bei Normalbedingungen. Vermutlich pragt sich hier nicht eine 
chemische Wirkung der Kohlenséiure aus im Sinne einer chemischen 
Verbindung mit den Reaktionsteilnehmern des Tilgungsmechanismusses, 
sondern eine mehr oder weniger starke Beeinflussung der Vorgénge 
durch Anderung der H-Ionenkonzentration. 

Recht merkwiirdig ist die starke Fluoreszenzverminderung bei 
extrem hohen Kohlensaéurekonzentrationen. Es ist kaum anzunehmen, 
daB unter diesen Bedingungen die Dunkelreaktionen dermaben ver- 
starkt werden, daB eine solche intensive, dauernde Tilgung verursacht 
wird. Die Form der Kurven zeigt entschieden, da} die Kohlensaure 
in diesen Konzentrationen hemmend wirkt (in der Abb. 16 vor allem 
driickt sich das in einem Flacherwerden der Kurvenmerkmale aus). 
Wenn die Kurven trotzdem tiefer liegen, so ist anzunehmen, da das 
Chlorophyll selbst in seiner Fluoreszenzfahigkeit durch die Kohlensdéure 
geschwacht wird. Die Wirkung besteht allem Anschein nach in einer 
allgemeinen Hemmung der fluoreszenzverandernden Vorginge. Der 
Anstieg, besonders auch die erste Depression, wird langsamer und 
schiebt das breiter werdende Maximum immer weiter nach rechts. Die 
Fluoreszenzkurve wird gleichzeitig zunehmend flacher, bis schlieBlich 
eine nur gering ausgepragte Kurvenform tbrigbleibt. 

Zu betonen ist hierbei, da} die Hemmung der fluoreszenzveraindern- 
den Vorginge durch Kohlenséure vollkommen reversibel ist und durch 
Auswaschen rasch und véllig behoben werden kann. 

Die hier beobachteten Erscheinungen kénnen unter Umstanden 
niitzlich fiir die Klarung des inneren Aufbaues des Tilgungsmechanismus 
sein, fiir biologische Fragen, insbesondere der Kohlensaureassimilation, 
besitzen sie jedoch nur untergeordneten Wert, da es die Pflanze in der 
Natur niemals mit solchen Kohlenséurekonzentrationen zu tun hat. 
Vielmehr miiBte bei einem unmittelbaren Zusammenhang der Kohlen- 
siure mit dem fluoreszenzfahigen Chlorophyll sich ein EinfluB bei 
geringen Konzentrationen bemerkbar machen. Besonders Kohlensaure- 
mangel sollte unmittelbar im Ausmaf der Fluoreszenztilgung sich zu 
erkennen geben. Die Versuchsalge wurde zu diesem Zweck mit kiinst- 
lichem, sorgfaltig von Kohlensaiure befreitem Meerwasser langere Zeit 
gewaschen und in der Kiivette mit absolut CO,-freier Luft viele Stunden 
behandelt. Der Fluoreszenzverlauf blieb jedoch in den ersten aus- 
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gepragten Kurventeilen véllig unbeeinfluBt, so daB von der Wiederga be 
der Kurve abgesehen werden kann. Nur in den spiteren Kurventeilen 
tritt eine Anderung der Kurvenform auf. Die Abb. 19 zeigt den Unter. 
schied zwischen einer Normalkurve und einer, die bei CO,-Freiheit 
aufgenommen worden ist. In der Hauptsache ist es das zweite Maximum. 
das durch CO,-Mangel beeinfluBbar zu sein scheint. Die Versuche iiber 
die Bedeutung der Kohlensaure fiir die Fluoreszenzvorgange sind noch 
nicht so weit abgeschlossen, daB etwas Endgiiltiges ausgesagt werden 
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Abb. 19. Der EinfluB von Kohlensiiuremangel auf die Fluoreszenzkurve von Ulva lactuca. 
J 40 HK, ¢ = 20°, Registrierzeit: 3 Minuten. 


kann. Die GesetzmaBbigkeiten der spateren Kurventeile sind noch zu 
wenig bekannt und miiBten, da sich der Kohlenséuremangel in diesen 
Kurventeilen auspragt, zuvor eingehender studiert werden, als es bisher 
mdéglich war. Es erschien jedoch berechtigt, von den bisherigen Unter- 
suchungen an dieser Stelle zu berichten, da aus dem, was die Kurven- 
bilder bis jetzt erkennen lassen, unmittelbar Schliisse gezogen werden 
kénnen, die fiir die Beurteilung der Gesamterscheinung von wesentlicher 
Bedeutung sind. 

Die Reaktionsteilnehmer der Tilgungsvorginge am _ fluoreszenz- 
fahigen Chlorophyll verhalten sich gegen Kohlenséuremangel indifferent. 
Hieraus folgt, daB der Reaktionsmechanismus, der in den ersten Flu 
oreszenzanderungen des Chlorophylls zum Ausdruck kommt, nicht dic 
Kohlensaure unmittelbar mit einschlieBt. 


g) Die zweite Fluoreszenzdepression und der Fluoreszenzabfall, 


Die zweite Fluoreszenzdepression und der Fluoreszenzabfall lassen 
sich nicht isolieren; das ist leicht einzusehen, wenn man bedenkt, dal} 
genau genommen nur die primaren Reaktionen in Form gesonderter 
Kurventeile dargestellt werden kénnen. Je weiter man sich vom Beginn 
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der Belichtung zeitlich entfernt, um so langer und verwickelter wird 


die Kette der sich gegenseitig bedingenden, aufeinanderfolgenden Licht- 
und Dunkelreaktionen. In der ersten Depression wurden bereits drei 
Lichtreaktionen und vier Dunkelreaktionen nachgewiesen und selbst 
in dem einfachen Fluoreszenzanstieg sind ein Dunkeldissoziations- 
gleichgewicht, eine Licht- und eine riicklaufige Dunkelreaktion ent- 
halten. Vorlaufig ist es kaum méglich, mehr als einige allgemeinere 
Aussagen tiber die dem absteigenden Kurvenast zugrunde liegenden 
Vorgange zu machen. 

Voraussetzung fiir den normalen Ablauf der zweiten Depression 
ist der normale Ablauf beider vorhergehender Reaktionsfolgen. Die 
erste Depression und der Fluoreszenzanstieg miinden gemeinsam stofflich 
und energetisch in den Lauf der abfallenden Kurve. Jede Beeinflussung 
dieser beiden Vorginge beeinfluBt auch den abfallenden Kurventeil. 
Es sind somit beide mit B,; und A, (S. 193 und 196) bezeichneten photo- 
chemischen Produkte, deren Anhaufung zur Ausbildung des Fluoreszenz- 
maximums fiihrt, fiir das Zustandekommen der zweiten Depression bzw. 
des gesamten Fluoreszenzabfalles nétig. Eine noch unerkannte Dunkel- 
reaktion fiihrt zur Wechselwirkung beider unter Entstehen fluoreszenz- 
tilgender Stoffe. Der starke Einflu8 der Temperatur und der un- 
bedeutende der Lichtintensitét auf den Fluoreszenzabfall zeigen, dai 
Dunkelreaktionen wesentlich seinen Ablauf bestimmen. Die Form 
dieses Kurventeils ist allem Anschein nach Ausdruck eines autokatalyti- 
schen Vorgangs. Man muf auch in diesem abfallenden Kurventeil, 
wie im Abfall der ersten Depression, unterscheiden zwischen der Reaktion 
der Entstehung der fluoreszenztilgenden Substanz und dem Vorgang 
der Tilgung selbst. In dem hier untersuchten Fall wird das Entstehen 
der fluoreszenztilgenden Substanz durch eine Dunkelreaktion hervor- 
gerufen, deren Geschwindigkeitsverlauf erst durch die sekundare photo- 
chemische Reaktion der Fluoreszenztilgung sichtbar wird. Die Tilgung 
beruht ja auf einer Wechselwirkung der bereits entstandenen flu- 
oreszenztilgenden Substanz mit angeregtem Chlorophyll. Die Ge- 
schwindigkeit dieses photochemischen Vorgangs wachst mit zanehmender 
Konzentration der fluoreszenztilgenden Substanz. In dem Punkt, wo 
die Geschwindigkeit der photochemischen Vorgange gleich gro der 
Geschwindigkeit der Dunkelreaktionen wird, ist der durch einen geraden 
waagerechten Kurventeil in Erscheinung tretende stationire Zustand 
erreicht, in dem ebensoviel fluoreszenztilgende Substanz verbraucht 
wird, wie sie wieder nachgeliefert wird. 

Der charakteristischste Teil des Fluoreszenzabfalles ist die zweite 
Depression. Sie ist dadurch charakterisiert, da infolge abnehmender 
Entstehungsgeschwindigkeit fluoreszenztilgender Stoffe, bzw. zu- 
nehmender Geschwindigkeit photochemischer Vorgiange, die anfanglich 
steil abfallende Kurve ihre Richtung so weit andert, da sogar ein 
14* 
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beachtliches Wiederansteigen der Fluoreszenz beobachtet werden kann. 
Uber die Charakterisierung der zweiten Depression als Dunkel- und 
Lichtvorgange s. 8.173, X. Mitteilung. 

Solche Depressionen, wie die zweite Depression, wiederholen sich, 
wenn auch sehr abgeschwacht und verbreitert, im Laufe des Fluoreszenz- 
abfalles. Diese periodischen Wiederholungen der Depressionen legen 
den Gedanken nahe, in ihnen nur eine periodische Wiederholung der 
in den ersten ausgepragten Kurvenmerkmalen zum Ausdruck kommenden 
Vorgange zu sehen. Das ist nicht so unwahrscheinlich, wenn man 
bedenkt, daB mit dem Einsetzen der starken Belichtung die Molekiile 
einer kleinen, im Dunkeln vorgegebenen Stoffmenge fast gleichzeitig 
zu den primaren photochemischen Vorgangen starten und weiter 
vorerst gemeinsam die Fluoreszenz aufhellenden und Fluoreszenz ver- 
mindernden Vorgange durchlaufen, bis erst mit dem Fortschreiten der 
Zeit eine immer stairkere Durchmischung der Reaktionen stattfindet. 
die schlieBlich zu einem stationaren Zustand fiihrt. 

Zur weiteren Charakterisierung des Fluoreszenzabfalles und der 
zweiten Depression sei noch einmal daran erinnert, daB Sauerstoff- 
mangel das Einsetzen der zweiten Depression stark hemmt, sobald sie 
aber einmal beginnt, schreitet sie sehr schnell vorwarts. Das steht im 
Kinklang mit der Auffassung dieses Kurventeiles als Ausdruck eine: 
autokatalytischen Reaktion. 

Oberflachenaktive Stoffe bringen den Fluoreszenzabfall wie den 
Fluoreszenzanstieg zum Verschwinden; das bedeutet aber nicht, dal} 
die Vorginge, in welchen die fluoreszenztilgenden Stoffe entstehen, 
gehemmt werden. Wie aus Abb. 2 ersichtlich ist, besteht die Wirkung 
oberflaichenaktiver Stoffe in einer verminderten Auspragung, nicht 
aber in einer zeitlichen Verschiebung der Kurvenmerkmale. Von Be- 
deutung diirfte auch die Geschwindigkeitshemmung des Fluoreszenz- 
abfalles durch zunehmende Wasserstoffionenkonzentration oder vor. 
sichtiger ausgedriickt, durch hohe Kohlensaurekonzentrationen sein 
(S. 203). Kohlensiuremangel ist ohne EinfluB auf die Auspragung der 
zweiten Depression. Kohlensaure ist demnach an diesen in der Flu- 
oreszenzkurve zum Ausdruck kommenden Vorgangen unbeteiligt. 

Die von der Temperatur abhangigen Dunkelzeiten, die nétig sind. 
um nach Ablauf des Fluoreszenzabfalles den normalen Dunkelzustand 
volistindig wieder herzustellen, sind auffallend lang. Sie liegen be: 
Zimmertemperatur in der GréBenordnung von einer halben Stunde. 
Man gewinnt bei diesen Regenerationsversuchen den Eindruck, dal 
diese erhebliche Zeit dazu benétigt wird, um die im Fluoreszenzabfal! 
entstandenen und den Fluoreszenzabfall katalysierenden Substanzen 
wieder zum Verschwinden zu bringen. 






OE ORES ati CH is 








ann. 
und 


sich, 
enz- 
egel 

der 
iden 
man 
kiile 
eitig 
siter 
ver- 

der 
det, 


der 
toff- 
1 sie 
{ im 
ine! 


den 
daf} 
hen, 
ung 
icht 
Be- 
enz- 
vor 
sein 
der 


Flu- 


ind, 
and 

bei 
nde. 


dal 
bfall 


1zen 





aa 


Sparro 


~ so A a as 


eee eas 





RU a Sia tats wor AS 





Chlorophyll fluoreszenz und Kohlensiureassimilation. 
XII. Mitteilung: 


Zusammenfassung der bisherigen Ergebnisse und ihre Bedeutung fiir die 
Kohlensiureassimilation. 
Von 
Hans Kautsky und Ulrich Franek!. 
(Aus dem Chemischen Laboratorium der Universitat Leipzig.) 
(Eingegangen am 12. Februar 1943.) 


Mit 9 Abbildungen im Text. 


Die photochemische Tatigkeit der Pflanzen ist charakterisiert durch 
das Vorhandensein von Chlorophyll. Es ist der wesentliche Stoff, det 
die fiir die photochemischen Vorgange benétigte Lichtenergie absorbiert. 
CUberall dort, wo das Chlorophyll in Pflanzen vorkommt, hat es zugleich 
auch die Faihigkeit, wenn auch nur gering, zu fluoreszieren. 

In jeder griinen Pflanze existieren zwei ganz definierte Vorgange, 
welche durch die von Chlorophyll absorbierte Lichtenergie verursacht 
sind. Der eine davon kommt in den zeitlichen Anderungen der Flu- 
oreszenz zum Ausdruck, die einen sehr gesetzmaBigen Ablauf einer 
Kette von Licht- und Dunkelreaktionen darstellen. Der andere Vorgang 
ist die Kohlenséureassimilation, die ebenfalls aus einer Folge von Licht- 
und Dunkelreaktionen besteht. In den vorhergehenden Arbeiten IX, 
X und XI haben wir uns zunachst mit den Vorgaingen der Fluoreszenz- 
anderungen befaBt. Es ist hierbei immer Wert darauf gelegt worden, 
die Erscheinungen moglichst vollstaéndig, wie es die derzeitigen experi- 
mentellen Mittel geboten, zu erfassen und sie ste#s als eine selbstandige 
Eigenschaft der lebenden assimilierenden Zelle zu betrachten, unab- 
hangig von der Kohlensdureassimilation. Eine solche FEinstellung 
erschien uns fiir die Entwicklung unseres Arbeitsgebiets als die giinstigste. 
Die Fluoreszenzanderungen stellen einen so gesetzmabigen und inter- 
essanten Vorgang dar, der an sich soviel Untersuchenswertes bietet, 
daB die Arbeit durchaus unabhangig von der Photosynthese als selb- 
standige durchgefiihrt werden konnte. Zusammenhange zwischen 
beiden Vorgingen werden, wenn sie bestehen, und hiervon sind wir 
nach den neueren Ergebnissen mehr denn je iiberzeugt, zur rechten 
Zeit von selbst als notwendige Folgerungen aus den Untersuchungen 
hervorgehen. 

In méglichster Gedrangtheit sollen im folgenden die wichtigsten 
Ergebnisse, die wir bisher gewonnen haben, zusammengefaBt werden, 


1 U. Franck, Diss. Leipzig, April 1941. 

















208 H. Kautsky u. U. Franck: 









es wird dann das Wesentliche und Charakteristische der hier unter- 





suchten Dinge klarer hervortreten, als es im Zusammenhang mit den 
notwendigen experimentellen Beschreibungen méglich gewesen_ ist 
In einem zweiten Abschnitt soll dann dariiber diskutiert werden, inwie 






weit méglicherweise Beziehungen zwischen den Fluoreszenzerscheinunget: 












und der Kohlensaureassimilation bestehen. 





A, Zusammenfassung der experimentellen Ergebnisse, 


Um der Zusammenfassung eine besondere experimentelle Grund. 
lage zu geben, sind simtliche wesentlichen Messungen unter entsprechend 
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Abb. 1. Die Fluoreszenzkurve von Ulva lactuca in Abhingigkeit von der Temperatur, 
bei Sauerstofffreiheit, Phenylurethanhemmung, J 50 HK, Registrierzeit: 3 Sekunden. 
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Abb. 2. Die Fluoreszenzkurve von Ulva lactuca in Abhingigkeit von der Temperatur, 
bei Sauerstofffreiheit, Phenylurethanhemmung, J 10 HK, Registrierzeit: 3 Sekunden. 
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konstanten Bedingungen (Objekt, Lichtintensitat, Apparateempfindlich- 
keit und -anordnung usw.) in einer groben Mebserie an einem einzigen 
Versuchsobjekt wiederholt worden, so daB alle Aufnahmen untereinander 
direkt vergleichbar sind und die meisten GesetzmaBigkeiten unmittelbar 
aus dem Kurvenbild abgelesen werden kénnen. Wichtig ist hierbei, 
da individuelle Unterschiede, die zwischen den bisherigen MeBserien 
nie véllig auszuschalten waren, hier sicher vermieden sind. Die Abb. 1 
bis 6 demonstrieren im Vergleich zu den bisher gezeigten Kurven, wie 
sicher die GesetzmaBigkeiten der Fluoreszenzkurven sind. 
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Abb. 3. Die Fluoreszenzkurve von Ulva lactuca in Abhingigkeit von der Temperatur, 
bei Sauerstofffreiheit, Phenylurethanhemmung, J 2,5 HK, Registrierzeit: 3 Sekunden. 
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Abb. 4. Die Fluoreszenzkurve von Ulva lactuca in Abhiingigkeit von der Temperatur und 
bei Sauerstofffreiheit. J = 50 HK, Registrierzeit: 3 Minuten. 
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Abb. 6. Die Fluoreszenzkurve von Ulva lactuca in Abhingigkeit von der Temperatur und 


. Registriergeschwindigkeit: 3 Sekunden und 3 Minuten. 
. Lichtintensitat: Die Apparatur wurde hierbei stets so eingestellt, dali 


. Temperatur: 0, 10, 20 und 30°. 


. Phenylurethan als Narkoticum (bei 20°), 0,003 mol/Liter. 
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Abb. 5. Die Fluoreszenzkurve von Ulva lactuca in Abhiangigkeit von der Temperatur und 

bei Sauerstofffreiheit. J = 10 HK, Registrierzeit: 3 Minuten. 
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bei Sauerstofffreiheit. J 2,5 HK, Registrierzeit: 3 Minuten. 


Die Serie beriicksichtigt: 





gleiche Fluoreszenzausbeute gleiche Ausschlige verursachte (Einstelluny 
an einer Chlorophyll6sung; vgl. 8. 174, X. Mitteilung). 





Sauerstofffreiheit (bei 20°). 






Die Versuchsdaten sind der Figurenbeschreibung zu entnehmen. 
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1. Die Methodik. 


Abhandlung IX befaBte sich mit der Weiterentwicklung einer 
Apparatur, die rasche Anderungen geringer Fluoreszenzintensitaten 
objektiv in Form von Fluoreszenzintensitats-Zeitkurven quantitativ 
aufzuzeichnen gestattet. An Hand der so gewonnenen Kurven wurde 
die neuartige Methodik weiter ausgearbeitet, welche die Fluoreszenz- 
messungen zur Grundlage eines besonderen Verfahrens zur quanti- 
tativen Untersuchung der Photochemie chlorophyllhaltiger Organismen 
macht. Dieses Verfahren bietet wichtige Vorteile. 


a) Unschadlichkeit fiir das Untersuchungsobjekt. 

Die Pflanze wird unter den Bedingtingen untersucht, wie sie ganz 
ihren natiirlichen Lebensvoraussetzungen entsprechen. Durch auBere, 
die Pflanze in keiner Weise beeinflussende apparative Hilfsmittel wird 
hier eine natiirliche LebenséuBerung der chlorophyllhaltigen Zellen 
sichtbar und quantitativer Messung zuginglich gemacht. 


b) Unmittelbarkeit der Messungen. 


Wir bedienen uns der Chlorophyllfluoreszenz als Indikator. Da 
die beobachteten Vorgange sich am Chlorophyll abspielen, so erméglicht 
die Fluoreszenzmessung einen Einblick in den photochemischen Mecha- 
nismus von gréBter Unmittelbarkeit. 


c) Empfindlichkeit. 

Die Fluoreszenzmethode ist noch bei sehr geringen Lichtintensitaten 
anwendbar. Beachten wir zugleich, daB wir bei solchen Intensitaten 
Vorgange innerhalb von Sekunden zu Ende laufen sehen, so laBt sich 
erkennen, mit wie geringen Substanzmengen wir es hier zu tun haben, 
die mit Hilfe der Fluoreszenz beobachtbar sind. 


d) Schnelligkeit. 

Wie die Abhandlungen IX bis XI zeigen, erfaBt die Methode noch 
Vorgange, die nur Bruchteile von Sekunden dauern. Manometrische 
Messungen sind traige und bendtigen dagegen stets langere Zeiten, ehe 
Anderungen meBbar werden. Rasch verlaufende photochemische 
Vorgange, wie sie in der griinen. Pflanze wirklich vor sich gehen und die 
die Fluoreszenzmethode noch in ihrer speziellen Struktur wieder- 
zugeben vermag, bleiben fiir solche Methoden unerfaBbar. Einfliisse, 
die bei langer Belichtungsdauer zu Schadigungen des Objekts fiihren, 
kénnen bei einer MeBdauer von 3 Sekunden, wie sie fiir die Fluoreszenz- 
registrierung ausreicht, ohne Bedenken studiert werden. Fluoreszenz- 
messungen, die im AnschlufB an die bisher veréffentlichten Arbeiten 
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von H. Kautsky und Mitarbeitern von anderer Seite! durchgefiihrt 
wurden, bedienen sich Methoden, die nicht zur Auflésung der ersten 
rasch verlaufenden Kurventeile gefiihrt haben. 


2. Allgemeine Gesetzmafigkeiten der Fluoreszenzerscheinung. 


Folgende GesetzmaBigkeiten und Eigenschaften sind wesentlich 
zur Beurteilung unserer Beobachtungen. 

1. Das Chlorophyll ist in der lebenden Pflanze zu einem gewissen 
Grade fluoreszenzfahig. 

2. Die Fluoreszenzausbeute ist nicht konstant, sondern von Innen- 
und AuBenfaktoren der chlorophyllhaltigen Zelle abhangig. 

3. Plétzliche Anderungen der AuBenbedingungen, die zu einer 
Anderung des Innenzustandes der Pflanze fiihren, rufen gesetzmaBig 
verlaufende Fluoreszenzinderungen hervor. Insbesondere gilt das fiir 
die Induktionsperiode bei plétzlicher Belichtung. 

4. Der charakteristische Fluoreszenzverlauf ist eine allgemeine 
gesetzmabige Eigenschaft aller chlorophyllhaltigen Pflanzen. 

5. Die Fluoreszenzinderungen, wie sie durch Registrierkurven 
objektiv aufgezeichnet werden, erhalten ihre charakteristische Form 
durch bestimmte, regelmaBig auftretende Merkmale, die von inneren 
und aubBeren Faktoren abhangig sind. 

6. Die Experimente sprechen dafiir, daB die Anderungen der 
Fluoreszenz auf bestimmte Vorgange zuriickzufiihren sind, die sich 
unmittelbar am fluoreszenzfahigen Chlorophyll abspielen. Die Flu- 
oreszenztilgung wird hierbei durch Wechselwirkung von angeregtem 
Chlorophyll mit bestimmten fluoreszenztilgenden Stoffen verursacht, 
die am Chlorophyll oder seiner Umgebung entstehen. 

_ 7. Aus den experimentellen Ergebnissen lieBen sich folgende 

Prinzipien fiir die Beurteilung der Fluoreszenzkurven ableiten: 

a) Das Chlorophyll ist Sensibilisator photochemischer Vorgange in der 
lebenden Pflanze. Durch diese Vorginge wird dem fluoreszierenden 
Chlorophyll Energie entzogen, was in der beobachteten Tilgung der 
Fluoreszenz zum Ausdruck kommt. 

b) die Fluoreszenztilgung ist eine Funktion der Konzentration flu- 
oreszenztilgender Stoffe. 


c) Die fluoreszenztilgenden Stoffe gehen erfahrungsgema wahrend des 
Tilgungsprozesses in nichttilgende tiber. 


1 J. Franck, C. S. French u. T. T. Puck J. Phys. Chem. 45, 1268, 1941; 
E. C. Wassink u. E. Katz, Enzymologia 6, 145, 1939; E. D. McAlister u. 
J. E. Myers, Smithsonian Inst. Pub., Mise. Collections 99, Nr. 6, 1940. 
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d) Der Verlauf der Fluoreszenzkurven wird bestimmt durch die zeit- 
lichen Konzentrationsinderungen der an der Tilgung beteiligten 
Stoffe. Die fluoreszenzverandernden Vorgange sind teils solche, 
die Lichtenergie verbrauchen (Lichtreaktionen), teils solche, die 
davon unabhangig sind (Dunkelreaktionen). Die ersten verbrauchen 
die tilgenden Substanzen, die zweiten produzier®n sie. 

Starke Tilgung ist das Zeichen groBer Wirksamkeit (— groBer 
Geschwindigkeit) der Lichtreaktionen und guter Energieverwertung 
des absorbierten Lichtes. Die Kurvenhéhe ist damit sowohl ein 
MaB fiir die jeweilige Konzentration der vorhandenen tilgenden 
Stoffe, als auch fiir die Geschwindigkeit der photochemischen 


~ 


Reaktionen. 

Horizontaler Kurvenverlauf (= Tilgungskonstanz) bedeutet, dab 
die Geschwindigkeiten von Licht- und Dunkelreaktionen gleich grob 
sind. Es wird im Licht ebensoviel an tilgendem Stoff verbraucht, 
wie durch die Dunkelreaktionen entwickelt (regeneriert) wird. Die 
Kurve steigt, wenn die Lichtreaktionen iiberwiegen, und fallt, wenn 
die Dunkelreaktionen wirksamer sind. Die Steigung der Kurve ist 
damit ein MaB fiir die Geschwindigkeitsunterschiede beider Reaktions- 


f 


arten. 

Als Mittel der Isolierung und Charakterisierung einzelner Vorgange 
wird die Méglichkeit benutzt, daB die Kurven durch Anderung der 
AuBenfaktoren béeinfluBt werden kénnen. Ein Kurventeil, der von 
einer einzelnen Reaktion verursacht wird, kann sich hierbei nur in 


einheitlichem Sinne verandern. 


3S 
— 


8. Die Fluoreszenzausbeute ist stark von der Intensitat des ein- 
strahlenden Lichtes und der Temperatur abhangig. Beide EKinfliisse 
rufen im Fluoreszenzablauf waihrend der Induktionsperiode einander 
analoge Anderungen hervor. Um diese Analogie klarer hervortreten 
zu lassen, sollen die beobachteten GesetzmaBigkeiten in entsprechender 


Weise gegentibergestellt werden. 


Temperatur. Lichtintensitat. 

a) Die Eigenschaft einer ausge- a) Die Eigenschaft einer ausge- 
pragten Temperaturabhangig- pragten Lichtabhangigkeit der 
keit der Fluoreszenzausbeute Fluoreszenzausbeute zeigt das 
zeigt das Chlorophyll nur in der Chlorophyll nur in der lebenden 
lebenden Pflanze (vgl. X. Mitt., Pflanze. Die Fluoreszenzaus- 
Abb. 7). Die Fluoreszenzaus- beute getéteter Pflanzen ist wie 
beute getéteter Pflanzen ist die von Chlorophyllésungen 
wie die von Chlorophyllésungen weitgehend lichtunabhangig 
weitgehend —temperaturunab- (vgl. X. Mitt., Abb. 10). 
hangig. 
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auBerst empfindlich. Schon durch geringe Konzentrationen (10-8 Mol 
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Allgemein gilt fiir Temperatur- 


erhéhung 
1. daB die Kurvenmerkmale 


friiher einsetzen, 


2. daB die Anderungen rascher 
vor sich gehen. Die einzelnen 
Kurvenabschnitte 
hierdurch steiler (vgl. Abb. 1 
2, 3 und X. Mitt., 

5, 6). 


werden 


, 


Abb. 4, 


3. Die gesamte Tilgung nimmt 
zu, so daB die Kurven tiefer 
liegen. 


Der TemperatureinfluB betrifft 
Dunkel- 
reaktionen, die ausgeprigte Tem- 
peraturkoeffizienten 


(vel. X. Mitt.). 


im wesentlichen die 


besitzen 


Die Lichtreaktionen werden 
durch Temperaturanderungen 
nicht beeinfluBt. Durch Varia- 
tion der Temperatur lassen sich 
daher die Dunkelreaktionen un- 
abhangig von den Lichtreak- 
tionen variieren (vgl. X. Mitt.). 


Je héoher die Temperatur ist, 


mehr machen sich die 
Dunkelreaktionen geltend (vgl. 
Tilgung in den Kurven der 


Abb. 1 bis 6). 


desto 
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b) Bei Erhéhung der Lichtinten- 


d 


— 


sitaét gilt: 


1. daB die Kurvenmerkmale 
friiher einsetzen. 


2. daB die Anderungen rascher 
vor sich gehen. Die einzelnen 
Kurvenabschnitte werden 


hierdurch steiler (vgl. die 


Kurven Abb. 1 bis 6 und 
X. Mitt., Abb. 8 und 12). 
Diese Regel gilt fiir die 


spdteren Kurventeile nur be- 
dingt (vgl. hierzu die ent- 
sprechenden Kurven 
Abb. 4 bis 6). * 


der 


3. Die gesamte Tilgung nimmt 
ab, so daB die, Kurven héher 
liegen. 


Der EinfluB der Lichtintensitat 
betrifft wesentlichen 
Lichtreaktionen und 1laBt die 
Dunkelreaktionen unmittelbar 
unbeeinfluBt (vgl. X. Mitt.). 


ine die 


Durch Variation der Licht- 
intensitat lassen sich die Licht- 
reaktionen weitgehend unab- 
hangig von den Dunkelreak- 


tionen variieren (vgl. X. Mitt.). 


Je héher die Lichtintensit it ist, 
desto weniger machen sich die 
Dunkelreaktionen geltend (vg. 


Tilgung in den Kurven der 
Abb. 1 bis 6 und X. Mitt., 
Abb. 12). 


9. Die Fluoreszenzanderungen sind gegen oberflichenaktive Stoffe 
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pro Liter Phenylurethan) ist der gréfte Teil der fluoreszenzbeein- 
flussenden Vorgange vollkommen hemmbar (vgl. XI. Mitt.). 


10. Der Fluoreszenzverlauf ist gegen Sauerstoffmangel, nicht aber 
gegen SauerstoffiiberschuB empfindlich. 


11. Der Fluoreszenzverlauf ist von Kohlensdure nur bei gréBeren 
Konzentrationen merklich abhangig. Kohlensiuremangel beeinfluBt 
nur die spateren Kurventeile. Hohe Kohlensiurekonzentrationen 
hemmen die Tilgungsvorgange und verringern die Fluoreszenzausbeute 
des Chlorophylls. 

12. Gegen mechanische Zellschadigungen ist die Fluoreszenzkurve 
auBerordentlich empfindlich, ausgenommen davon ist der Fluoreszenz- 
anstieg, der auf diese Weise rein dargestellt werden kann (vgl. Xt. Mit- 
teilung, Abb. 15). 


: 3. Die Gliederung der Fluoreszenzkurven. 

Im Normalzustand zeigt die Pflanze einen reichgegliederten Flu- 
oreszenzverlauf. Es wurde gezeigt, daB den einzelnen Kurvenmerkmalen 
besondere Vorgange zuzuordnen sind, die sich am Chlorophyll oder in 
dessen Umgebung abspielen und die durch Anwendung geeigneter 
Bedingungen sich zum Teil weitgehend isoliert von allen tibrigen Vor- 
gingen darstellen lassen. In dem Schema Abb. 7 sind die Merkmale 
der Fluoreszenzkurve, wie sie bei normalen Bedingungen regelmabig 
und gesetzmabig auftreten, zusammengestellt. An Hand der Abbil- 
dungen dieser Arbeit wird das Schema ohne weiteres verstandlich 
sein. 

Bis zum ersten Maximum, einschlieBlich der Vorgange der ersten 
Depression, kénnen wir uns auf Grund der Experimente schon be- 
stimmtere Vorstellungen machen. Im spateren Kurvenverlauf, be- 
ginnend mit der zweiten Depression, werden die Verhaltnisse jedoch 
zunehmend verwickelter und undeutlicher, so daB die bisherigen Kennt- 
nisse nur Vermutungen tiber die zugrunde liegenden Vorgange zulassen. 
Im folgenden sollen die wesentlichen Eigenschaften der einzelnen 
Merkmale, wie sie an Ulva lactuca studiert worden sind, zusammen- 
gefaBt werden. 


1, Die Anfangstilgung. Jede Normalkurve beginnt mit relativ groBer 
Fluoreszenztilgung, die auf dem Vorhandensein einer bestimmten 
Konzentration einer fluoreszenztilgenden dissoziablen Sauerstoff- 
verbindung A beruht (vgl. XI. Mitteilung, S. 196). Der genaue 
Betrag der Anfangstilgung ist experimentell schwer bestimmbar, da 
unmittelbar mit dem Belichtungsmoment der Fluoreszenzanstieg 
mit maximaler Steigung beginnt. 
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Die Anfangstilgung ist abhangig: 
a) vom Sauerstoffdruck (Sauerstoffmangel) vgl. XI. Mitteilung, S. 196). 
A, + O, => A), 
ry | a) Anfangstilgung 
1) Fiuoreesens- b) eigentlicher Anstieg 
anstieg Depressionsa bfal| 


c) 1. Depression: 
Induktionsperiode } 2) 1. Maximum Depressionsanstieg 


; der Fluoreszenz 
| 2. Depression 

3) Fluoreszenz-  , 3 De ; 
abfall l 3. Depression 


4. Depression 





4) 2. Maximum 
stationare Fluoreszenz 
Abb. 7. Schema der Merkmale einer unter normalen Bedingungen aufgenommenen 
Fiuoreszenzkurve. 

b) von oberflachenaktiven Stoffen [Verdrangung von A (vgl. X1. Mitte: 
lung, 8. 177) aus der Chlorophylloberflache }, 

c) von der Dauer der vorangehenden Dunkelzeit, wenn sie unter dem 
Betrag der notwendigen Regenerationszeit liegt. Die Regenerations- 
zeit ist temperaturabhangig und betragt nach Ablauf der Induktions 
zeit bei 10° etwa 20 Minuten. 

Die Anfangstilgung ist bei 20° und normalem O,-Druck von 
der Temperatur unabhangig. 

2. Der Anstieg (vgl. die Kurven in Abb. 1 bis 3). Er entsteht durch 
den photochemischen Verbrauch der in der Anfangstilgung erkenn- 
baren Konzentration des fluoreszenztilgenden Stoffes A und ist 
Ausdruck dafiir, daB der tilgende Stoff nur in beschrankter Menge 
vorhanden ist (Erschépfungskurve). Er wird verursacht durch eine 
reine Lichtreaktion, wahrend der die tilgende Substanz A Energie 
vom angeregten Chlorophyll (Sensibilisation) empfangt. 

Der Anstieg ist abhangig : 

a) vom Sauerstoffdruck (Sauerstoffmangel) (Dissoziationsgleichgewicht 

A, + O, ~™ A) (vgl. XI. Mitteilung), 

von oberflichenaktiven Stoffen (Verdringung von A aus der Chloro 

phyloberflache), 

ce) von der Lichtintensitat (reine Lichtreaktion), A + hy — A,, 

d) von der Kohlenséure in hoher Konzentration (vgl. XI. Mitteilung),. 


b 


— 


Der Anstieg ist unabhangig : 
a) von der Temperatur (reine Lichtreaktion), 
b) von Kohlenséure in mittlerer und geringer Konzentration (vgl. 


XI. Mitteilung), 
c) von mechanischen Schadigungen der Zellen (vgl. XI. Mitteilung). 


Der Anstieg ist verhaltnismaBig rein darzustellen durch An- 
wendung niedriger Temperatur, wodurch alle anderen Kurventeile 
im Unterschied zum Anstieg stark gehemmt werden. Er ist rein 
isoliert in gequetschten Blattern und in Suspensionen von Chloro- 


plastengrana. 
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Lie Regenerationszeit (A, --» A), die nétig ist, um nach Ablauf 
des Anstiegs bei Wiederbelichtung den Anstieg in normalem Ausmabe 
wieder zu erhalten, betragt einige Minuten (temperaturabhangig). 
Die erste Depression (vgl. D, in den Kurven Abb. 1 bis 3 und Kurven 
bei Sauerstofffreiheit). Sie setzt wie der Anstieg, und unabhangig 
von diesem, mit dem Belichtungsmoment ein. Sie laBt sich rein dar- 
stellen durch Sauerstoffentzug (Beseitigung des Anstiegs durch Disso- 
ziation von A in Ag und Og, vgl. XI. Mitteilung) oder durch ge- 
eignete kurze Vorbelichtung (Cbe:fiihrung von A in das etwas 
bestandige, photochemische Primarprodukt A,, vgl. XI. Mitteilung. 
Abb. 12). 

Die Regenerationszeit ist auBerordentlich kurz und betragt etwa 
1 Sekunde (vgl. XI. Mitteilung, Abb. 12). 

Die erste Depression ist kein einheitlicher Vorgang, sondern 
besteht aus einem Abfall und einem Wiederanstieg. 

Dem Depressionsabjall (vgl. ,,Phenylurethankurven‘, Abb. 1 bis 3) 
liegt ein Vorgang zugrunde, der nicht durch oberflachenaktive Stoffe 
unterbunden werden kann (Reindarstellung des Depressionsabfalles 
durch oberflachenaktive Stoffe). Er wird gedeutet als Entstehungs- 
vorgang eines fluoreszenztilgenden Stoffes B im Licht unter Ver- 
wendung von Lichtenergie, die nicht vom fluoreszenzfaihigern Chloro- 
phyll absorbiert worden ist (keine Anfangstilgung). Im MaBe, wie 
der tilgende Stoff Bentsteht, wird eine Fluoreszenztilgung beobachtet. 
Da das hierbei entstehende photochemische Primarprodukt B, nur 
kurze Lebensdauer besitzt, stellt sich ein Licht-Dunkelgleichgewicht 
der Form B= B, ein, das zu einer stationiren Tilgung fiihrt 
(Phenylurethankurven, vgl. XI. Mitteilung, Abb. 1). 

Der Depressionsabfall ist abhangig : 

a) von der Temperatur in der Steilheit (B,-> B) (vgl. XI. Mitteilung), 
b) von der Lichtintensitat (B, > B —- B,) (vgl. XI. Mitteilung, Abb. 5), 


ce) von mechanischen Schadigungen der Zellstruktur. 


Der Depressionsabfall ist unabhangig : 


a) von Sauerstoffmangel, 

b) von oberflachenaktiven Stoffen (nicht ganz unabhangig), 

ce) von der Temperatur in der Dauer (reine Lichtreaktion) (vel. 
XI. Mitteilung, Abb. 6), 

d) von der Kohlensaure. 


Der Wiederanstieg (vgl. Kurven bei Sauerstofffreiheit, Abb. 1 
bis 3) ist offenbar eine Folge des Depressionsabfalles und einer oder 
mehrerer Dunkelreaktionen und stellt selbst eine besondere Licht- 
reaktion dar. Der Wiederanstieg besteht in der Uberfiihrung des 
Gleichgewichts B => B, in ein neues B, => B; unter Kinwirkung 
eines durch Phenylurethan verdrangbaren Stoffes D; (B => B, 


-”, B, =>. By). 








6. 
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Er ist abhangig: 
a) von der Temperatur (B, --» B,), 

b) von der Lichtintensitét (B, —» B,), 

ec) von oberflachenaktiven Stoffen (Verdrangung von D), 
d) von der Kohlenséure in hoher Konzentration, 


und ist unabhangig von Sauerstoffmangel. 


. 


Das Maximum (vgl. ,,.M, in den Abb. 1 bis 6). Es ist kein eigent- 
liches Merkmal in dem Sinne, dafB seine Ausbildung einem bestimmten 
Vorgang zuzuordnen wire. Es entsteht durch Zusammenwirkung 
des Anstieges und der zweiten Depression (Abfall) und ist in seiner 
Form von der Ausbildung dieser Merkmale direkt abhangig (Haufung 
der primaren Photoprodukte A, und B, bzw. Mangel an tilgenden 
Akzeptorsubstanzen). 


Es wird verbreitert bzw. aufgehoben durch: 


a) Temperaturerniedrigung, 

b) hohe Kohlensaurekonzentration, 

ec) Sauerstoffmangel, 

d) oberflachenaktive Stoffe, 

e) Intensitatserniedrigung des einstrahlenden Lichtes. 


Der Fluoreszenzabfall (vgl. vor allem Kurven der Abb. 4 bis 6). Er 

setzt mit der Erreichung des ersten Maximums ein und ist offenbar 

die Folge von Dunkelreaktionen. Das geht u.a. daraus hervor, dai 

mit Ablauf des Fluoreszenzabfalles die Regenerationszeit stark 

zunimmt und nach Beendigung des Abfalles das Vielfache von dem 

betrigt, was der Anstieg allein zur Regeneration benédtigt. Der 

Fluoreszenzabfall erhalt seine charakteristische Form durch mehrere 

Depressionen Er ist abhangig 

a) von der Temperatur (Dunkelreaktion), 

b) wenig von der Intensitaét des Lichtes (Dunkelreaktion), 

c) von Sauerstoffmangel, 

d) von der Kohlensiéure in hoher Konzentration, 

e) von mechanischen Schadigungen der Zelistruktur (analog der ersten 
Depression). 


Die zweite Depression (vgl ,,Do‘* in den Kurven der Abb 1 bis 6). 
Sie ist die am scharfsten ausgepragte aller Depressionen und ist das 
charakteristischste Merkmal des Fluoreszenzabfalles. Sie ist allem 
Anschein nach Folgereaktion sowohl des Anstiegs wie der ersten 
Depression und durch Dunkelreaktionen mit diesen verbunden. Es 
ist bisher unméglich gewesen, eine Beeinflussung der vorangehenden 
Kurventeile ohne gleichzeitige Anderung der zweiten Depression zu 
finden. Die zweite Depression ist abhangig 
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a) von der Temperatur (vgl. X. Mitt., Abb. 11), 

b) von der Lichtintensitaét in ihrer Dauer (vgl. X. Mitt., Abb. 8), 

c) von Sauerstoffmangel (vgl. XI. Mitt., Abb. 8 und 9), 

d) von der Kohlensaéure in héherer Konzentration, 

e) von oberflichenaktiven Stoffen, 

f) von mechanischen Schaidigungen der inneren Zellstruktur (vg. 

XI. Mitt., Abb. 15). 

Die Kurvenform der zweiten Depression laBt vermuten, daB sie 
die Folge eines Dunkelvorgangs mit autokatalytischem Verlauf ist. 
Méglicherweise -handelt es sich hier um eine fermentative Re- 
aktion. Es kénnen bereits einige Eigenschaften dieses Vorgangs 
aus den gemessenen Kurven gefolgert werden. 

Er ist a) abhangig von der Temperatur, 

b) empfindlich gegen Sauerstoffmangel, 

c) abhangig von der H-lonenkonzentration (besondere Empfind- 
lichkeit der zweiten Depression gegen hédhere Konzentra- 
tion von Kohlensaure), 

d) keine Grenzflachenreaktion, 

e) unempfindlich gegen Kohlensauremangel (die Reaktion schlieBt 
nicht die Kohlensaéure ein) (vgl. XI. Mitt., Abb. 19). 


— 


~— 


SchlieBlich sei darauf hingewiesen, daB die individuelle Ver- 

schiedenheit der Fluoreszenzkurve bei einzelnen Pflanzen sich 
besonders in der Auspriagung der zweiten Depression zeigt. Bei 
einem fermentativen Vorgang ist dies nicht weiter verwunderlich. 
Die dritte und vierte Depression (vgl. ,.Ds* und ,.D,4 in den Abb. 4 
und 5). Diese beiden Depressionen sind meist nur schwach aus- 
geprigt oder fehlen zuweilen ganz. Sie sind aber sicher zu den 
Kurvenmerkmalen zu rechnen. Moéglicherweise stellen sie Wieder- 
holungen der zweiten Depression dar. 
Das zweite Maximum (vgl. M, in den Abb. 4 bis 6). Es tritt meistens, 
aber nicht immer auf. Es wird mit zunehmender Temperatur immer 
deutlicher und riickt weit nach vorn, so daB hierdurch der Fluoreszenz- 
abfall abgekiirzt und verformt wird. Ahnlich verhalt es sich bei 
Intensitatsverminderung des Lichtes. Hierbei wird es zunehmend 
groRer und beherrscht schlieBlich die ganze Kurve, ehe es bei extrem 
geringen Intensitaten als letztes Kurvenmerkmal verschwindet (vgl. 
X. Mitteilung, Abb. 12). 

Kohlensauremangel hemmt offenbar die Ausbildung des zweiten 
Maximums (vgl. XI. Mitteiluug, Abb. 19). 

Der stationdre Zustand. Nach Ablauf der Induktionsperiode stellt 
sich der stationére Fluoreszenzzustand ein. Die Induktionsdauer ist 
licht- und temperaturabhangig. 

Die Fluoreszenztilgung des stationaren Zustandes ist temperatur- 
und lichtabhangig (gleiche Geschwindigkeit der Licht- und Dunkel- 


reaktionen) (vgl. X. Mitteilung, Abb. 7 und 10). 
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4. Allgemeine Betrachtungen iiber den Fluoreszenzverlau}. 


Mit dem plétzlichen Einsetzen der Belichtung werden momentan 
neue Bedingungen fiir den Reaktionsablauf im Inneren der Zelle gegeben. 
Der Ubergang in diesen Lichtzustand aus dem vorangehenden Dunkel 
zustand ist nicht die Einstellung eines einfachen Lichtgleichgewichts 
sondern bedeutet das Einspielen einer Fiille von zeitlich aufeinander- 
folyenden Vorgangen. 

Wesentlich fiir das Zustandekommen der beobachteten eigenartiy 
gegliederten Fluoreszenzkurven sind folgende Ursachen: 

1. Die verschiedene Geschwindigkeit der einzelnen beteiligten Reak 
tionen. 

2. Die Tatsache, daB das Einsetzen bestimmter Reaktionen den Ablauf 
vorangehender photochemischer Reaktionen voraussetzt (Kette von 
Folgereaktionen). 

3. Es sind die beteiligten Stoffe nur in begrenzten Mengen vorhanden. 

Betrachten wir die Form der Fluoreszenzkurve im einzelnen. Das 
Auffalligste an ihr ist das durch einen raschen Fluoreszenzanstieg 
erreichte Maximum. In zwei voneinander unabhangigen Reaktions- 
ablaufen (Reaktionen der Stoffe Bund A) werden simtliche fluoreszenz- 
tilgenden Stoffe entsprechend den jeweiligen Bedingungen mehr oder 
weniger vollstandig in ihre nichttilgenden photochemischen Reaktions- 
produkte umgewandelt. 

Die Ausbildung des ersten Maximums bedeutet demnach eine 
kurzzeitige Anhaufung der photochemischen, relativ bestandigen 
Umwandlungsprodukte, also eine Verarmung an tilgender Substanz. 
Es werden hierdurch offenbar Bedingungen fiir den Ablauf einer neuen 
Reaktionsfolge geschaffen, die aus beiden vorangehenden, voneinander 
unabhangig verlaufenden Vorgangen des Anstiegs und der ersten 
Depression hervorgehen. Diese vereinigende Reaktion ist ein Dunkel- 
vorgang, aus dem wieder fluoreszenztilgende Substanz hervorgeht. 

An dieser Stelle sei daran erinnert, daB der photochemische Mecha- 
nismus aus zwei prinzipiell verschiedenen Arten von Vorgangen zu- 
sammengesetzt ist, aus Reaktionen, die tilgende Substanz produzieren 
(meist Dunkelreaktionen) und solchen, die diese wieder photochemisch 
verbrauchen (Lichtreaktionen). Die erste Art bewirkt Zunahme, die 
zweite Abnahme der Fluoreszenztilgung. 

Nun hatten wir gesehen, daB die Lichtreaktionen mit den Dunkel. 
reaktionen einander abwechseln. Mit dem plétzlichen Einsetzen der 
Belichtung ist die Bedingung fiir eine gewisse Gleichzeitigkeit des 
Reaktionsablaufes fiir alle tilgenden Molekiile in den ersten Belichtungs 
momenten gegeben. Nehmen wir an, daB diese Gleichzeitigkeit des 
Reaktionszustandes fiir langere Zeit erhalten bleibt, so miiBte aus de! 
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. 


Reaktionsfolge der abwechselnden Licht- und Dunkelreaktionen eine 
entsprechende wellenférmige Zu- und Abnahme der Fluoreszenztilgung 
auftreten. Nun werden sich aber vom Belichtungsmoment ab die 
Ablaufe der einzelnen Vorginge zunehmend durchmischen, so daB nach 
einiger Zeit alle méglichen Reaktionen gleichzeitig nebeneinander statt- 
finden. Eine zeitweise Anhéiufung eines Produktes, die Grund zu einer 
Fluoreszenzinderung geben kénnte, kann dann nicht mehr auftreten. 
Es ist dann der stationare Zustand der Fluoreszenz erreicht. 

In dieser Weise kénnen wir den Fluoreszenzabfall vom ersten 
Maximum ab als Abbild des Durchmischungsvorganges der im photo- 
chemischen Mechanismus beteiligten Reaktionen und als Einstellungs- 
vorgang des stationéren Lichtzustandes und damit der stationdren 
Fluoreszenzintensitat verstehen. In dieser Kurve prigt sich jedoch, 
anfanglich am starksten, solange die Durchmischung noch nicht zu 
weit fortgeschritten ist, die wellenférmige Zu- und Abnahme der Flu- 
oreszenzintensitat aus. In diesem Sinne kénnten die zweite, dritte und 
vierte Depression als rhythmische Wiederholung ein und desselben 
Vorganges gedeutet werden. 

Das Wiederansteigen zu einem zweiten Maximum hat offenbar die 
Ursache in noch ungeklarten und bisher noch nicht geniigend studierten 
Anderungen im Zellinneren. 


5. Fluoreszenz und Sensibilisatorwirkung des Chlorophylls. 


Es besteht die Frage, in welchem Zusammenhang die Anderungen 
der Fluoreszenzausbeute mit dem tatsachlich stattfindenden Stoff- 
umsatz der photochemischen Vorgange in der lebenden Pflanze bestehen. 
Das Chlorophyll ist der Sensibilisator dieser Vorginge. Es vermittelt 
die Umwandlung der absorbierten Lichtenergie in chemische Energie. 
Nur ein Bruchteil der absorbierten Lichtenergie tritt hierbei als Flu- 
oreszenz in Erscheinung. Es fragt sich nun, inwieweit die in der Zelle 
ablaufenden photochemischen Vorginge in den Anderungen der an 
sich so geringen Fluoreszenz zum Ausdruck kommen kénnen. 

Durch Absorption eines Lichtquants entsteht ein angeregter 
Zustand. Dieser kann entweder einen Lumineszenzquant emittieren, er 
kann in Warme zerstreut werden oder fiir eine chemische Veranderung 
in dem System Verwendung finden. Die Wahrscheinlichkeiten fiir 
diese drei Arten der Energieumwandlung sind meist sehr verschieden. 
Innerhalb des begrenzten lumineszenzfihigen Systems bedeutet die 
Emission einen Verlust, die Umwandlung in Warme eine Entwertung 
und nur die Umwandlung in chemische Energie eine Verwertung der 
Anregungsenergie. Anderungen des Lumineszenzvermégens, wie sie die 
Fluoreszenzkurve wiedergibt, sind deshalb mit einer photochemischen 
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Veranderung in Zusammenhang zu bringen; denn verlorene oder ent 
wertete Energie vermag keine Anderungen zu bewirken. 

In einem photochemisch indifferenten System, beispielsweise eine: 
reinen sauerstofffreien Chlorophyllésung in einem indifferenten Lésungs. 
mittel, sind im allgemeinen nur Umwandlungen der Anregungszustande 
in Licht und in Warme in Betracht zu ziehen. 

n L+q. (1) 

n = Gesamtanzahl absorbierter hy = Gesamtanzahl angeregter Zustande, 
IL = Anzahl der angeregten Zustaénde, welche Lumineszenz veranlassen. 
Sie ist normalerweise gleich der Anzahl der als Fluoreszenz emittierten 


Lichtquanten, 
@ = Anzahl der angeregten Zustande, deren Energie ohne Lumineszenz in 


Warme degradiert wird. 


Gleichung (1) befaBt sich nur mit der Anzahl der umgewandelten 


Anregungszustande, nicht mit den Betragen der umgewandelten Energie. 

L/n bezeichnen wir als Quantenverwertung zur Lumineszenz. Sie ist 
normalerweise gleich der Quantenausbeute der Lumineszenz. 

Q/n bezeichnen wir als Quantenentwertung. 

Unter konstanten AuBenbedingungen und Fehlen innerer photo- 
chemischer Umwandlungen ist L/n konstant. Spontane Fluoreszenz- 
anderungen kénnen nicht auftreten!. Eine Veranderung der Lumines- 
zenzintensitat kann, wie gesagt, nur durch stoffliche Anderungen des 
Systems hervorgerufen werden. Diese kénnen in einer Veranderung des 
lichtabsorbierenden Stoffes unmittelbar oder in Wechselwirkung mit 
Fremdstoffen bestehen, so da sein Absorptions- oder Emissions- 
vermégen geindert wird, oder es bleibt der lichtabsorbierende Stoff 
unverandert und wirkt nur als Transformator der absorbierten Licht- 
energie, die er auf Fremdmolekiile tibertrigt und sie dadurch chemisch 


umwandelt (sensibilisierte photochemische Reaktionen). 


Sind in einem lumineszenzfihigen System Fremdmolekiile vor- 
handen, welche in Wechselwirkung mit Anregungszustanden des Sensi- 
bilisators chemisch verandert werden, dann wird von den insgesamt 
verfiigbaren Anregungszustiénden LZ +@Q, die nach Gleichung (1) nur 
in Licht und Warme verwandelt wiirden, jetzt eine bestimmte Anzahl A 
fiir die chemischen Veranderungen verwertet, und zwar von den lumines- 
zenzerzeugenden Anregungszustainden Z ein Teil 4, und von den sonst 


1 Scheinbare Abweichungen findet man im Anklingen der Phosphoreszenz. 
Bei der Messung von L/n ist aber naturgemaé8 das Abklingen der Phos- 
phoreszenz nach Abschalten der Lichtquelle immer mit einzubeziehen. 
Das Ansteigen der Fluoreszenzintensitat bei griinen Pflanzen im Belichtungs- 
beginn ist nicht als Anklingen einer Phosphoreszenz zu deuten; denn man 
beobachtet weder ein Nachleuchten beim Verdunkeln, noch ist eine dem 
Fluoreszenzanstieg entsprechende Abklingungskurve zu registrieren. 
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in Warme zerstreuten ein Teil Ay. A setzt sich aus den beiden An- 
teilen A, und A, zusammen. 


A = A,+ Ag. (2) 
Die Gleichung (1) geht hierdurch in die folgende Gleichung iiber: 
n = (L — A}) + (Q — Ag) + A. (3) 


Von insgesamt » Anregungszusténden verursachen (1 — A,) Lumines- 
zenz, (QQ — As) Warme und A chemische Veranderungen. Abb. 8 
versucht ein anschauliches Bild dieser Verhaltnisse zu geben. 
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Abb. 8. Schema zur Quantenumwandlung. 


Fiir die Wahrscheinlichkeit, mit der ein Anregungszustand des 
Sensibilisators unter bestimmten Bedingungen eine der drei Ver- 
wandlungen erfahrt, gilt: 


+ +i =1. (4) 


Wir bezeichnen = m A; als Quantenverwertung zur Lumineszenz, 
Gu 4, se a 

- als Quantenentwertung in Warme und A /n als photochemische 
Quantenverwertung. Letztere dient hier theoretischen Betrachtungen 
und ist nicht mit der photochemischen Quantenausbeute zu verwechseln. 
Die photochemische Quantenausbeute sagt nicht, wie die photochemische 
Quantenverwertung, etwas iiber den Anteil der tatsachlich nur fiir die 
photochemische Reaktion verwendeten Lichtquanten aus, sondern 
bezieht die ermittelte Anzahl umgesetzter Molekiile auf die gesamte 
Anzahl n der absorbierten Lichtquanten. 

Ein System, welches einen lumineszenzfihigen Sensibilisator 
enthalt, besitzt in Abwesenheit von Energieacceptoren nach Glei- 
chung (1) eine Quantenverwertung zur Lumineszenz von L/n, in Gegen- 
wart eines Acceptors sinkt diese Quantenverwertung in Abhangigkeit 
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der Konzentration des Acceptors auf den Betrag ok d.h. die 
Lumineszenz wird mit zunehmendem A, zunehmend getilgt. 

Es fragt sich nun, inwieweit die Anderungen der Fluoreszenz 
tilgung in den Fluoreszenzkurven etwas tiber die photochemische 
Quantenverwertung oder iiber die mit ihr unmittelbar in Beziehung 
stehenden Konzentrationsanderungen in der Zeit, d.h. iiber die Ge 
schwindigkeit der photochemischen Reaktionen, aussagen kénnen. 

Fluoreszenztilgung und Geschwindigkeit der photochemischen 
Reaktionen hangen beide von der StoBwahrscheinlichkeit des Energie 
acceptors mit dem angeregten Sensibilisator ab. Diese ist abhangiy 
von der Konzentration des Acceptors, von der Lebensdauer und der 
raumlichen Ausdehnung der Anregungszustande!. 

Naheren Aufschlu8 tiber die Sensibilisatorwirkung des Chlorophylls 
geben Untersuchungen tiber die sensibilisierte Photoxydation organischer 
Verbindungen mit molekularem Sauerstoff in Lésungen, die von 
H.Gaffron messend verfolgt wurde? und fiir die Kautsky und Mit- 
arbeiter folgenden Mechanismus ermittelten?: 

1. Chl + Av ~Chl*. 

2. Chi* -> Chl + hy (Fluoreszenz). 

3. Chl* + O, +Chl + O§ (photochemische Primarreaktion). 

4, Of + organische Verbindung — oxydierte organische Verbindung 

(Sekundarreaktion). 

Die Quantenausbeute dieser Photoxydation betragt nach Gaffron 
nahezu 1, d.h. pro absorbierte hy bzw. pro Anregungszustand wird 
ein Sauerstoffmolekiil aktiviert und dann sekundar in der Oxydations- 
reaktion verbraucht. Die photochemische Quantenausbeute ist in 
diesem Falle gleich der photochemischen Quantenverwertung 4 /n. 
die somit auch nahezu | betragt. Die Quantenverwertung zur Lumines- 
zenz L/n ist in der acceptorfreien Chlorophyllésung sehr gering und 
von der GréBenordnung 0,01. In der acceptorhaltigen Chlorophyll- 


m , L—A . 
lésung ist dann = ’ kleiner als 0,01. Da A/n ungefihr 1 ist und 
L— A, Roe ; 
unter 0,01 liegt und zu vernachlassigen ist, sind es im wesent- 
lichen die Anregungszustiande Q, welche die photochemischen Reaktionen 
veranlassen. Nach Gleichung (2) folgt hieraus: 
ee ae 


—~ eS rR - Vl) 
n n n 
1 Es steht fiir das Chlorophyll in der lebenden Pflanze noch nicht fest. 
ob seine Sensibilisatoreigenschaft auf langlebigen Anregungszusténden oder 
raumlicher Ausbreitung der Anregungsenergie oder auf beiden beruht. — 
2 H. Gaffron, diese Zeitschr. 287, 130, 1936. — * H. Kautsky, ebenda 291. 
271, 1937. 
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Kin anschauliches Bild in schematisierter Form dieser speziellen Ver- 
haltnisse gibt Abb. 9. 

Vergleichen wir diese Verhaltnisse mit denen in der Pflanze, so 
finden wir insofern eine weitgehende Ubereinstimmung, als das Chloro- 
phyll in der lebenden Pflanze als Sensibilisator umfangreicher photo- 
chemischer Vorgange wirkt und die Quantenausbeute der Chlorophyll- 
fluoreszenz nur einen verschwindenden Anteil der insgesamt zur Ver- 
fiigung stehenden Anregungszustaénde ausmacht. Es miissen also auch 


in der Pflanze die nicht in der Lumineszenz erscheinenden Anregungs- 
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Abb. 9. Schema zur Quantenumwandlung einer mit guter Ausbeute verlaufenden sensibilisierten 
photochemischen Reaktion. 


zustande Q sein, die fiir die photochemischen Vorgange im wesentlichen 
Verwendung finden. 

Ausfiihrliche friihere Untersuchungen der mit Q  bezeichneten 
Anregungszustande haben kurz folgenden Sachverhalt ergeben: 

Es handelt sich bei ihnen um langlebige Zustande assoziierter 
Sensibilisatormolekiile, im Prinzip dieselben, die in Farbstoffadsorbaten 
die Phosphoreszenz veranlassen. Sie kénnen sogar auch in Lésungen 
mit Hilfe eines Phosphoroskops als Phosphoreszenz geringer Intensitat 
nachgewiesen werden. Infolge der langen Lebensdauer (sie ist etwa 
eine Million Mal langer als die der fluoreszenzerregenden Zustande) 
gewinnt in Gegenwart beweglicher Lésungsmittelmolekiile in Abwesen- 
heit von Acceptoren der an sich unwahrscheinliche Ubergang gréBerer 
Betrage von Anregungsenergie in thermische Energie vor dem Aus- 
leuchten an Wahrscheinlichkeit (— Quantenentwertung Qn). Sie 
bleiben deshalb unsichtbar, sind aber in Gegenwart von Acceptoren 
wegen ihrer langen Lebensdauer die photochemisch wirksamen. Es ist 
deshalb nicht ohne weiteres einzusehen, inwiefern die in der Pflanze 
auftretenden Konzentrationsinderungen der Acceptoren, die fast aus- 
schlieBlich durch die Anregungszustinde A, bestimmt werden, mit 
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Hilfe des mengenmaBig unbedeutenden Betrages A, der Fluoreszeny. 
tilgung gemessen werden kénnen. 

Nach Erfahrungen mit Chlorophyllésungen setzt die in der Pflanze 
beobachtete starke Tilgung der Chlorophyllfluoreszenz eine hohe 
Acceptorkonzentration voraus. Andererseits verlangen die aufer. 
ordentlich raschen und ausgepragten Fluoreszenzinderungen erhebliche 
Konzentrationsinderungen des Acceptors. Die Konzentrationsanderun. 
gen sind aber unmittelbar bestimmt durch die Anzahl der in der Zeit- 
einheit absorbierten Lichtquanten. Beriicksichtigen wir, wie wenig 
Quanten auch bei héheren Lichtintensitaten von der Pflanze absorbiert 
werden, dann kénnen in den kurzen Zeiten, in denen die Fluoreszenz 
anderungen stattfinden, nur auBerst geringe Stoffmengen umgesetzt 
werden. Die erheblichen Fluoreszenzinderungen und der in den Kurven 
zum Ausdruck kommende rasche vollstandige Verbrauch der Acceptor. 
substanz (Erschépfungskurve) fordert, daB die Gesamtkonzentration 
auBerordentlich gering ist. Der scheinbare Widerspruch, einerseits 
sehr geringe Gesamtkonzentration des Acceptors, andererseits hohe 
fluoreszenztilgende Konzentration desselben, 1a8t sich beseitigen durch 
die Annahme, daB die geringe Acceptormenge an der chlorophyll- 
haltigen Grenzflache praktisch véllig adsorbiert ist und so am Sensi- 
bilisator zu einer hohen lokalen Konzentration fiihrt. Das ist dasselbe 
Ergebnis, das wir unmittelbar aus den Phenylurethankurven ent- 
nehmen miissen (vgl. XI. Mitteilung). 

Die Wabhrscheinlichkeit lumineszenzléschender Zusammenstobe 
zwischen angeregten Molekiilen und Acceptoren sind von der Lebens- 
dauer und der raumlichen Ausbreitung der Anregungszustande abhangig. 
Die fluoreszenzverursachenden Anregungszustande sind sehr kurzlebig 
(etwa 10-8 Sekunden), deshalb ist eine sichtbare Fluoreszenztilgung 
erst bei relativ hohen Acceptorkonzentrationen méglich. Dagegen ist 
die Léschung der Phosphoreszenz, die auf langlebigen Anregungs- 
zustanden beruht, von der Acceptorkonzentration praktisch unabhangig. 
Wenn in einem photochemischen System mit wenig kurz- und iiber- 
wiegend langlebigen Anregungszusténden, wie es die lebende Pflanze 
darstellt, ein Acceptor die Fluoreszenz stark léscht, so geht daraus 
hervor, daB er sehr wirksam ist. Die Wahrscheinlichkeit, daB diese: 
Acceptor mit den langlebigen Zustinden in Wechselwirkung tritt. ist 
auBerordentlich viel gréBer als die der Wechselwirkung mit den kurz 
lebigen Zustanden. Es ergibt sich daraus, daB derselbe Acceptor, de: 
die Fluoreszenz léscht, in besonders hohem MaBe auch fiir den durch: 
die langlebigen Anregungszustiénde verursachten photochemischen 
Umsatz verantwortlich sein mu8. Die durch diesen Umsatz verur 
sachten Konzentrationsinderungen des Acceptors bestimmen den Grad 
der Fluoreszenztilgung. Die beobachteten Fluoreszenzinderungen werden 
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somit zum Indikator des Ablaufes der photochemischen Vorgdnge in der 
Pflanze. 

In der vorhergehenden Diskussion sind noch stillschweigend zwei 
Voraussetzungen enthalten: 


1. Die photochemischen Vorgange sind endotherm. Diese Annahme ist 
gerechtfertigt, denn die photochemischen Primarprodukte gehen frei- 
willig in kiirzester Zeit in einer Dunkelreaktion in ihren Ausgangs- 
dunkelzustand zuriick. 

2. Das Chlorophyll wirkt als reiner Sensibilisator, ohne selbst chemisch 
in den photochemischen Vorgangen verandert zu werden. Fir die 
durch Chlorophyll sensibilisierte Photoxydation konnte der Nachweis 
reiner Sensibilisatorwirkung des Chlorophylls unter geeigneten Be- 
dingungen erbracht werden (H. Gaffron, 1. c.). 


Ein Sensibilisator ist ein Energietransformator, der absorbierte 
Lichtenergie anderen Stoffen unter chemischer Veranderung derselben 
iibermitteln kann, ohne selbst dabei dauernde chemische Veranderungen 
zu erleiden. Diese Definition trifft fiir das Blattchlorophyll zu, sie 
schlieBt aber nicht ohne weiteres aus, da das Chlorophyll voriibergehend 
konstitutive Veranderungen erfahrt. Die Fluoreszenztilgung kann 
nicht auf einer Dissoziation oder intramolekularen Umlagerung der 
Chlorophyllmolekiile beruhen, da sie durch bloBe Zugabe oberflichen- 
aktiver Stoffe reversibel aufgehoben wird. 

Der Versuch, die komplizierten Anderungen der Fluoreszenz- 
intensitét in der Gesamtkurve und den einzelnen isolierten Kurven- 
teilen durch gleichzeitig verlaufende und aufeinanderfolgende chemische 
Veranderungen des Chlorophylls zu deuten, st6Bt auf uniiberwindliche 
Schwierigkeiten, so das die aus dem Experiment erwachsene und hier 
vertretene Vorstellung iiber die Wirkung des Chlorophylls zutreffend 
sein diirfte, insbesondere als sie sich auch als sehr fruchtbar erwiesen hat. 


B. Uber den Zusammenhang zwischen Chlorophylifluoreszenz und 
Kohlensiureassimilation, 

In den Fluoreszenzvorgaingen, wie sie in der vorliegenden Arbeit 
untersucht worden sind, kennen wir den Anfang eines photochemischen 
Reaktionsablaufes, nicht aber dessen Endziel. Andererseits kennen wir 
die Assimilation im wesentlichen nur durch Erfassung der Assimilations- 
endprodukte. Es ist durchaus méglich, daB beide Beobachtungen zwei 
Seiten ein und desselben Prozesses, nimlich der Kohlensaéureassimilation, 
sind. Im folgenden soll deshalb an Hand einer Gegeniiberstellung 
untersucht werden, inwieweit man nach den jetzigen Ergebnissen zu 
einer solchen Auffassung berechtigt ist. Es kénnen eine Menge von 
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Merkmalen angefiihrt werden, die fiir die Assimilation wie fiir die 
Fluoreszenzvorgange in gleicher Weise zutreffen und die uns an dieser 
Stelle besonders interessieren. 

Uberall da, wo in Pflanzen assimilierendes Chlorophyll auftritt, 
sind stets auch die Fluoreszenzinderungen beobachtbar. In den ver- 
schiedensten Pflanzen, gleich ob niederer oder héherer Art, ob im 
Wasser oder auf dem Land, bei Bedingungen hoher oder niedriger 
Temperatur und Lichtintensitét lebend, stets konnte der charak- 
teristische Fluoreszenzablauf nachgewiesen werden. Beide Vorgange 
sind in gleicher Weise AuBerungen nur der lebenden Pflanze. Mit dem 
Verschwinden der Assimilationsfahigkeit schwinden auch die Flu- 
oreszenzanderungen., 

Die Assimilation ist an die Gegenwart des Chlorophylls gebunden, 
dessen Fluoreszenzinderungen wir beobachten. Die vom Chlorophyll 
absorbierte Lichtenergie ruft sowohl die Kohlensaureassimilation wie 
die Vorginge, die sich in der Fluoreszenz ausprigen, hervor. Beide 
Vorgange spielen sich am gleichen Reaktionsort, in den chlorophyll- 
haltigen Chloroplasten der assimilierenden Zelle, ab. Sie verlaufen dort 
beide als typische Grenzflachenvorgange, wie wir aus ihrer leichten 
Hemmbarkeit durch oberflachenaktive Stoffe wissen. Gemeinsam ist 
ferner beiden Vorgangen die auBerordentliche Empfindlichkeit gegen 
mechanische Schadigung der inneren Zellstruktur. 

Das genauere Studium der Fluoreszenzerscheinung zeigte, da die 
ihr zugrunde liegenden Vorgange in gleicher Weise wie die Assimilation 
einen Mechanismus besonderer Licht- und Dunkelreaktionen darstellen 
und deshalb auch in entsprechender Weise von der Lichtintensitat und 
der Temperatur abhangig sind. Die komplexe Natur beider Vorgange 
zeigt sich auch in tibereinstimmender Weise in dem Auftreten einer 
ausgepragten Induktionsperiode bei plotzlich einsetzender Belichtung, 
deren Dauer bei beiden Prozessen von gleicher GréBenordnung ist. 

Vom AssimilationsprozeB wissen wir aus bekannten energetischen 
Messungen, da er ein niehrquantiger Vorgang ist. Es ist das wohl die 
zur Zeit wichtigste Frage der Assimilationsforschung. Die Sammlung 
von mehreren getrennten Lichtquanten zu einer gemeinsamen chemischen 
Leistung ist in der gesamten Photochemie einzigartig. Hierin zeigt 
sich die besondere Eigenart des Problems der Kohlensaureassimilation. 
Es ist ein wesentliches Ergebnis der vorliegenden Arbeit, daB gezeigt 
werden konnte, da8 die Fluoreszenzinderungen des Chlorophylls 
Ausdruck eines besonderen Reaktionsablaufes sind, bei dem nachweislich 
mehrere verschiedene photochemische Reaktionen zusammenwirken. 
Diese Vorginge verbrauchen gleichzeitig bzw. unmittelbar aufeinander- 
folgend mehrere, wie die Messung ergab, vier Lichtquanten. Das kommt, 
wie wir bereits sahen, in folgenden Kurventeilen zum Ausdruck: 
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1. Der Anstieg: Photochemischer Verbrauch der im Belichtungsbeginn 
bereits vorhandenen dissoziablen Sauerstoffverbindung A; (A <>. A). 

2. Die photochemische Entstehung des im Depressionsabfall tilgenden 
Stoffes B; (By => B). 

3. Der Tilgungsvorgang im Depressionsabfall (6 =>. B)). 

4. Der Wiederanstieg aus der ersten Depression (By => Bs). 

Ks ist fraglich, ob mit diesen vier Lichtreaktionen bereits alle fiir 
das Zustandekommen der gesamten Fluoreszenzkurve nétigen Licht- 
reaktionen erfaBt sind. Dariiber kénnen nur weitere Versuche Auf- 
klarung geben. 

Die festgestellten Lichtreaktionen sind Teile eines Reaktions- 
ablaufes, deren Zusammenwirken in der zweiten Depression und in den 
anschlieBenden Kurventeilen zum Ausdruck kommt. Die Fluoreszenz- 
untersuchungen versetzen uns also in die Lage, im Assimilationsorgan 
einen mehrquantigen Reaktionsablauf unmittelbar sichtbar und der 
quantitativen Untersuchung zuganglich zu machen. Es ist mehr als 
unwahrscheinlich, daB sich neben dem mehrquantigen ProzeB der 
Kohlensaureassimilation an gleichem Ort ein von diesem unabhangiger 
anderer mehrquantiger Vorgang abspielt, dessen Ablauf keine Be- 
ziehungen zur Photosynthese haben sollte und der doch seine Anregungs- 
energie aus dem gleichen Reservoir bezieht. 

Wir leiten aus den angefiihrten Tatsachen die Berechtigung ab, 
die Vorgange, die den Fluoreszenzinderungen zugrunde liegen, als einen 
Teil der Assimilation zu betrachten, in welehem die vom Chlorophyll 
absorbierte Lichtenergie in eine fiir die Kohlenséurereduktion geeignete 
Form umgewandelt wird. Diese Auffassung erscheint um so begriindeter, 
da wir bisher keine Tatsache kennen, die zu ihr in Widerspruch steht. 

Als Einwand ist von verschiedener Seite auf die Tatsache hin- 
gewiesen worden, daB die Beziehung der Fluoreszenz zur Kohlensaure 
in den Kurven nicht erkennbar ist. Bei einem Zusammenhang beider 
Vorgiinge sollte die Kohlenséiure, insbesondere Kohlensiuremangel, 
die Fluoreszenzkurve entscheidend verindern. Als Entgegnung hierzu 
sei darauf hingewiesen, dai die Kohlenséure kein Energieacceptor fir 
das angeregte Chlorophyll ist und deshalb nicht unbedingt an den 
Fluoreszenzvorgangen beteiligt zu sein braucht. Vielmehr ist es wahr- 
scheinlich, daB die Kohlenséure nur sekundar in Dunkelreaktionen mit 
photochemischen Umwandlungsprodukten reagiert!, und es ist vorstell- 


1 In diesem Zusammenhang sei auf die wichtigen Arbeiten von S. Ruben, 
M. Kamen und Mitarbeitern hingewiesen, in denen die Bindung und Um- 
wandlung der Kohlensaéure mit Hilfe eines radioaktiven Kohlenstoffisotops 
untersucht werden und aus denen hervorgeht, daB die Kohlensaéure im 
Dunkeln in Form einer Carboxylgruppe in ein groBes, farbloses Molekiil 
eingebaut wird, das nichts mit dem Chlorophyll zu tun hat (S. Ruben, 
M. D. Kamen u. W. Z. Hassid, J. Amer. Chem. Soc. 62, 3443, 1940). 
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bar, daB diese Reaktionen keinen merklichen Einflu8 auf die Kon 
zentration der Energieacceptoren am Chlorophyll ausiiben, vor allem 
dann, wenn wir annehmen, daB die photochemischen Reaktionen auc}, 
ohne Kopplung mit den Dunkelreaktionen der eigentlichen Kohlen- 
siurereduktion abzulaufen vermégen. Diese Méglichkeit scheint schon 
deshalb geboten, damit im Falle von Kohlenséuremangel die vom 
Chlorophyll absorbierte Lichtenergie von diesem abgeleitet wird und 
eine photochemische Zersetzung des Chlorophylls vermieden wird. 
Tatsachlich unterscheidet sich das in der lebenden Zelle vorhandene 
Chlorophyll von dem der toten Zelle und von dem extrahierten Chloro- 
phyll wesentlich dadurch, daB es im Licht vollkommen gegen photo- 
chemische Zersetzung unempfindlich, also besonders geschiitzt ist, 
wahrend isoliertes Chlorophyll im Licht (bei Sauerstoffgegenwart ) 
zersetzt wird. 

Unter der Annahme, daB8 wir in den Fluoreszenzinderungen tat- 
sichlich eine Auswirkung der photochemischen Vorgange des Assimila- 
tionsvorganges beobachten, vermégen wir auf Grund der Ergebnisse 
vorliegender Arbeit ein neuartiges Bild von der Energieumformung 
bei der Kohlenséureassimilation zu geben. Das soll in gréBter Kiirze 
im folgenden geschehen : 


Der bloBe ‘Anblick der Fluoreszenzkurven l!aBt erkennen, daB die 
Assimilation einen auBerordentlich differenzierten photochemischen 
ProzeB darstellt. Die Charakterisierung bzw. Isolierung einzelne1 
Vorginge zeigt, daB die Energieumwandlung in ganz definierten, 
greifbaren Licht- und Dunkelreaktionen erfolgt. Das Licht, das fiir 
die Assimilation benétigt wird, absorbiert das Chlorophyll, dieses wirkt 
als Sensibilisator und iibertragt die absorbierte Energie auf besondere 
Energieacceptoren und nicht direkt auf die Kohlensaéure. Es gibt 
¢nachweislich mehrere von diesen Acceptoren. Sie sind chemisch definierte 
Stoffe, die an Chlorophyll adsorbiert sind. Sie treten mit dem an- 
geregten Chlorophyll in energetische Wechselwirkung und gehen hierbei 
in definierte Umwandlungsprodukte tiber. Diese sind verhaltnismaBig 
bestandige K6érper und entsprechen darin ganz der Eigenschaft, die 
fiir die beobachtete hervorragende Energieausbeute des Assimilations- 
prozesses von ihnen gefordert werden muB. 


Auffallend ist es, daB die Energieacceptoren nur in geringen, 
begrenzten Mengen vorhanden sind. Fir den GesamtprozeB der Assi- 
milation bedeutet das, daB die photochemischen Umwandlungsprodukte 
stets regenerierbar sein miissen, da sonst die Energieiibertragung rasch 
zum Stillstand kiime. Tatsachlich beobachten wir bei jedem photo- 
chemischen Vorgang der Fluoreszenzkurve stets eine zugehérige, im 
Dunkeln verlaufende Regenerationsreaktion. Von jedem_ beliebigen 
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Zeitpunkt der Fluoreszenzkurve gelangt man nach Ablauf hinreichender 
Dunkelzeit stets zu demselben Ausgangszustand zuriick. Dies gilt 
fir alle, auch unter veranderten AuBenbedingungen, aufgenommenen 
Fluoreszenzkurven. Der Mechanismus der Energietibertragung erscheint 
hiernach zusammengesetzt aus einzelnen Kreisprozessen. Jeder der 
Kreisvorgange hat offensichtlich die Aufgabe, die vom Chlorophyll 
absorbierte Energie zu ibernehmen und zum Reduktionsort der Kohlen- 
siure weiterzuleiten. Es interessiert nun das Problem des Zusammen- 
hanges dieser Kreisprozesse und die dadurch erzielte Erhéhung des 
chemischen Potentials. Am Ende dieser Kette muB die eigentliche 
Kohlensaéurereduktion stehen. 

Uber die Sammlung der benétigten Lichtenergie von mehreren 
Quanten kénnen, wir an Hand der Fluoreszenzkurven bestimmte 
Aussagen machen, da wir die photochemischen Vorgange hintereinander 
ablaufend in den einzelnen Merkmalen der ersten Teile der Fluoreszenz- 
kurve unmittelbar beobachten kénnen. Die Quantensammlung beginnt 
auf zwei getrennten Wegen. Der eine davon ist kurz und leicht zu 
iibersehen. Es ist der Fluoreszenzanstieg (A — A,), tiber den wir 
bereits auch etwas Stoffliches tiber den dort wirksamen fluoreszenz- 
tilgenden Acceptor auszusagen vermégen. Wie wir sahen, ist er eine 
dissoziable Sauerstoffverbindung. Der andere Weg ist verwickelter 
und deshalb weniger leicht analysierbar. Es sind die photochemischen 
Vorgange der ersten Depression. In ihr kommen drei aufeinanderfolgende 
und in sich zusammenhangende Lichtreaktionen zum Ausdruck. Nach 
ihrem Ablauf vereinigen sich beide Wege reaktionskinetisch in einem 
(zweite Depression), so daB aller Wahrscheinlichkeit nach die im den 
vorangehenden photochemischen Reaktionen gespeicherte Energie in 
einen Reaktionsweg tibergeht und dort besonderer chemischer Leistung 
zur Verfiigung steht. 


Uberblickt man den derzeitigen Stand der Assimilationsforschung, 
so erkennt man, daf} man noch weit von der Aufklarung des gesamten 
Vorgangs der Photosynthese entfernt ist. Vielleicht tragt diese Arbeit 
etwas mit bei, dem Verstandnis des photochemischen Reaktionsablaufes 
der Photosynthese naiherzukommen. Jedenfalls zeigt sich, daB bei 
den Vorgingen,-die durch die Fluoreszenzinderungen des Chlorophylls 
erfaBbar sind, es sich ahnlich wie bei allen physiologischen Vorgangen 
um sehr spezifische chemische Vorginge handelt, die in verwickelter, 
aber streng gesetzmaBiger Weise ineinandergreifen. [Thre Aufklarung 
kann wegen ihrer Spezifitat nur experimentell Schritt fiir Schritt 
erfolgen. 


Die in unserem Laboratorium 1931 entdeckten gesetzmabigen 


zeitlichen Anderungen der Chlorophylifluoreszenz griiner Pflanzen, 
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ihre Beziehung zur Kohlensaureassimilation und die im Laufe der Zeit 
bei uns ausgebildete Methode der Untersuchung hat den Blick einiger 
Forscher auf dieses vielversprechende Gebiet gezogen, was durch die 
in den letzten Jahren erschienenen Arbeiten von J. Franck, E.C 
Wassink und von Mc Alister upd I. E. Myers (1. c. 8. 212) zum Ausdruck 
kommt. In diesen Arbeiten finden sich unter anderem auch Ergebnisse, 
die einige von uns bereits friiher erhaltene Ergebnisse gut bestatigen. 

Fiir die wertvolle Unterstiitzung unserer Arbeiten mit experi- 
mentellen Hilfsmitteln méchten wir der Forschungsgemeinschaft der 
deutschen Wissenschaft, den I. G.-Werken Leverkusen und Leuna und 


fiir die entgegenkommende Uberlassung des Pflanzenmaterials der 
Staatlichen Biologischen Anstalt auf Helgoland und dem Deutsch- 
Italienischen Institut fiir Meeresbiologie in Rovigno unseren ganz 
besonderen Dank aussprechen. 
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'ber Grenzdextrine und Stiirke. 
XVII. Mitteilung: 
Uber den Mechanismus der Spaltung durch Dextrinogenamylase. 
Von 
B. Ortenblad und K. Myrbiick. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 


Eingeganoen am 27. Februar 1943. 
qed j 


Unsere friitheren Versuche tiber die Einwirkung der Dextrinogen- 
amylase auf Starke zeigen, daB man eine erste Phase der Dextrinierung 
und eine zweite der Verzuckerung unterscheiden kann (1) (2). Die 
Geschwindigkeit der Dextrinierung ist 20- bis 50mal gréBer als die der 
Verzuckerung, und zwar fallt die Geschwindigkeit bei einem Spaltungs- 
grad um rund 16% plétzlich stark ab (3) (4). Daraus und aus der 
Untersuchung der bei der Dextrinierung entstehenden Spaltprodukte 
(a-Dextrine) haben wir den SchluB gezogen, daB die Dextrinierung 
vorwiegend in der Spaltung bestimmter Bindungen im Starkemolekiil 
besteht, sei es, daB diese Bindungen an sich von den anderen ver- 
schieden sind oder daB sie bestimmte Lagen im Verhaltnis zu Anomalien 
im Bau der Molekiile einnehmen, oder etwa daB sie auf Grund einer 
besonderen Form des Kettenmolekiils oder eines eigenartigen Baues 
des Enzyms spaltungsbereit sind. Durch Versuche iiber die Spaltung 
von Amylose durch Dextrinogenamylase wurde AK. H. Meyer zu einer 
anderen Auffassung vom Wirkungsmechanismus des Enzyms gefiihrt, 
und zwar wird angenommen (5), dafs das Enzym simtliche Bindungen 
der Ketten mit der gleichen Geschwindigkeit angreift, die terminalen 
Bindungen jedoch ausgenommen. Maltose sollte also nicht angegriffen 
werden, Maltotriose nur langsam. Eine ahnliche Auffassung vom 
Wirkungsmechanismus des Enzyms hat friiher K. Freudenberg (5) 
geiuBert. Bei niedrigeren Spaltungsgraden sollte sich die Verteilung 
der Spaltprodukte auf Fraktionen mit verschiedenen Kettenlangen 
nach der von W. Kuhn abgeleiteten Formel (7) berechnen lassen. Wir 
sind aber demgegeniiber der Ansicht, da man eine Dextrinierung und 
eine viel langsamere Verzuckerung unterscheiden kann und dab erstere 
zu einem Gemisch von «-Dextrinen fiihrt, in dem Hexasaccharide tiber- 
wiegen. Diese werden unserer Ansicht nach aus der Amylose und aus 
den normal gebauten Seitenketten des Amylopektins gebildet, wahrend 
aus dem verzweigten Teil des Amylopektins anomal gebaute z-Dextrine 
mit héherem Molekulargewicht (1200 bis etwa 2000) hervorgehen. 
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Eigene Versuche mit Amylose (8) ergaben im Gegensatz zu denen 
K. H. Meyers, daB die Amylose prinzipiell genau so angegriffen wird 
wie die Starke ; bei der Amylose werden etwa 22 % der Glykosidbindungen 
schneller, in diesem Falle sogar etwa 100mal schneller als die anderen 
gelést. Dabei entstehen «-Dextrine, unter welchen die Hexa- bzw. 
Heptasaccharide sehr stark tiberwiegen. 

Es ist fiir das ganze Starkeproblem sehr wichtig, daB der Mechanis- 
mus der enzymatischen Spaltung aufgeklirt wird. Von besonderem 
Interesse erscheint uns dabei die Dextrinogenamylase. Einige neue 
Versuche seien hier mitgeteilt. 

Darstellung des Enzyms nach E. Ohlsson (9): 3400 emm Malzextrakt 1: 6 
wurden 15 Minuten bei 65° gehalten, schnell abgekiihlt und filtriert. Bei 
etwa + 5° wurde das Enzym mit der doppelten Menge eisgekiihlten Alkohols 
ausgefallt, der Niederschlag wurde mit Alkoho! und Ather gewaschen, mit 
Wasser extrahiert und filtriert. Erhalten wurden 140 ccm Lésung, die 
unter Toluol aufbewahrt wurde und sehr lange thre Aktivitat behielt. Bei 
der Alkoholfallung gingen 67°94 des Enzyms verloren. Vor und nach de 
Fallung wurde die Aktivitat sowohl durch Reduktionsbestimmungen wie 
durch Beobachtung cer Jodfarbe bestimmt. Das Verhaltnis der dabei 
erhaltenen Aktivitatswerte blieb trotz des groBen Verlustes konstant, was 
ja fiir die enzymatische Einheitlichkeit des Praiparats spricht (vgl. 13). 


I, Die Glucosebildung. 


In friiheren Arbeiten (2) wurde gezeigt, daB die Dextrinogen- 
amylase aus der Starke nebst Dextrinen nicht nur Maltose, sondern 
auch Glucose bildet, und zwar direkt, also nicht durch Maltasewirkung 
auf die Maltose. Auch die hier angewendete Enzymlésung wurde 
daraufhin untersucht. Dabei wurde als Substrat eine friiher beschriebene 
mit Saure teilweise hydrolysierte Starkelésung, die von Jod rot gefarbt 
wurde (2), angewendet. Ein Versuch mit 10% Substrat und einer mit 
1%, seien angefiihrt. Glucose und Maltose durch Garversuche mit 2 
bzw. 20 ccm bestimmt (2): Tabelle I. 


Tabelle I. 





10% Substrat 1% Substrat 





Zeit mg Glucose | mg Maltose | Jodfarbe Zeit mg Glucose | mg Maltose Jodfarbe 


1 Min. — rot 1 Min. rot 
rot 3 rot? 
rot? 4 | farblos 
farblos 5 i 


90 


H 
i 





nen 
ird 
ven 
ren 
LW 


lis- 
em 
eue 


wee 


SEO Ma FE NN OER, 


Uber Grenzdextrine und Starke. XVII. 235 


Glucose wird also, wie friiher gefunden, in einer Menge von rund 
15% der Maltosemenge gebildet. Die Substratkonzentration spielt 
dabei keine nennenswerte Rolle. 


II, Verzuckerung der a-Dextrine durch die Dextrinogenamylase, 


Von den aus Kartoffelstarke entstehenden «-Dextrinen zeigt mehr 
als die Halfte ein Molekulargewicht von etwa 1060. Diese werden von 
Saecharogenamylase (10) und von Speichelamylase (12) total in Maltose 


zerlegt, wahrend die iibrigen «-Dextrine, die ein Molekulargewicht 


» 1000 zeigen, nur unvollstandig verzuckert werden und Grenz- 
dextrine hinterlassen. Die Einwirkung von Dextrinogenamylase wurde 
nun untersucht. 

Eine passende Menge des «-Dextrins wurde in einem 15 cem-MeBkolben 
eingewogen, in 0,015 n Phosphatpuffer gelést, mit 2 cem der oben erwahnten 
Dextrinogenamylaselésung versetzt und mit der Pufferlésung aufgefiillt. 
Toluol wurde zugesetzt und die Mischung bei 30° aufbewahrt. Die zu er- 
wartende Zuckermenge wurde durch Hydrolyseversuche mit Schwefelsaure 
bestimmt. Zu passenden Zeiten wurden Proben von 1 bzw. 2 ccm heraus- 
genommen, schnell aufgekocht, fast zur Trockne eingeengt, wieder auf 
2eem gebracht, und wie friiher beschrieben (2) mit PreBhefe vergoren. Aus 
den Garkurven wurden die Glucose- und Maltosemengen ermittelt. 


Ein Versuch mit dem «-Dextrin PD LIl mit M = 2940 sei aus- 
fiihrlich wiedergegeben. 1 ccm der Lésung entsprach 111 mg Glucose. 
Die Garversuche sind in Tabelle Ll zusammengestellt, die daraus be- 
rechneten Zuckermengen usw. aus Tabelle ILI zu ersehen. 


Tabelle I. 





Versuch || com Kohlensiure nach 


Nr. | 5Min. | 10 Min, 15 Min, | 20Min. 30Min.|45Min. 90 Min. 


3 Std. | 6 Std. 24 Std. 


02 04 05 0,6 
05 08 10 1,2 
06/09 | 11 | 1,3 
0,9 | 1,6 | 1,8 | 2,0 
0,2 | 10:1) 12 | 15 
12 | 20 | 23 | 2,6 
0,8 19 (2) 
0,8 | 32°! 38 
1,0 2 | 2,7 | 29 
1,5 71 35 | 3,9 


~ 
- 

~ 

= 


1,6 2,6 2,5 2,5 2,5 
2,6 5,6 6,0 6,3 6,3 
2,5 4,0 4,3 4,3 4,3 
3,2 6,5 8,4 8.4 8,4 
3,0 6,0 6,4 6,4 6,4 
4,4 10,5 12,8 | 13,6 13,6 
4,6 11,5 14,9 | 15,1 15,1 
6,2 13,6 28,9 | 32,0 32,0 
5,6 12,8 18,4 188 

6,0 21,0 | 21,5 
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Die Spaltung des Dextrins geht anfangs sehr schnell, verlangsamt 
sich aber bald stark. Die langsame Spaltung setzt sich aber lange Zeit 
fort, so da8 noch nach 96 Stunden keine Verzuckerungsgrenze erreicht 
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worden ist. Das Enzym verhalt sich bei der Starkespaltung ganz 
ahnlich. Auch bei der Dextrinspaltung wird Glucose gebildet. 


Tabelle III. 





Giarprobe ccm co, % Zucker 


mg — als Glucose 
Nr. in der Glucose | Maltose ; 
as ' | Tabelle 11 ac aus Glucose | aus Maltose berechnet 





23 || 
56 | «(8 | 104 


3,6 | 
7.0 3,5 14,0 


5,6 ‘ 
u8 | 4,5 23,2 
13,6 ‘ aah . 
28,9 7,5 56,0 60,1 
2,4 16,4 12,0 65,6 73,2 
3,2 18,3 16,0 | 73,2 84,0 


ae De De De DOR 
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In Tabelle IV fassen wir einige mit anderen «-Dextrinen ausgefiihrten 
Versuche zusammen. Die Glucose- und Maltosewerte sind in % des 
bei der Saiurehydrolyse erhaltenen Glucosewertes angegeben. 


Tabelle IV. 





| ix % ‘Bucker 
a-Dextrinpriparat Molgewicht — Zeit °” Gl me Is 1 
(vgl. 10) | des Dextrins der Spaltung = reine o Maltose gon ry 
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8,3 
13,1 
26,3 
66,6 


B sO 6 on 
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13,0 
22,4 
38,5 
86,0 


21,3 
32,3 
43,0 
88,2 


12,0 16,9 
16,9 23,4 
27,5 36,0 
68,1 82,7 
15,5 20,8 
23,3 29,9 
37,6 46,4 
70,9 87,9 
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Samtliche «-Dextrine werden also von der Dextrinogenamylase 
weitgehend verzuckert, ohne da in den angewendeten Versuchszeiten 
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eine Verzuckerungsgrenze erreicht wird. Die normalen «-Dextrine 
mit dem Molekulargewicht M = rund 1000 werden anfangs schneller 
verzuckert als die mit h6herem Molekulargewicht. Mit zwei der Dextrin- 
praparate, einem anomal gebauten (PD II, M = 4100) und einem 
normalen (PD V, M = 1150) wurden eingehendere Versuche angestellt 
(Tabelle V). 

Tabelle V. 





Dextrin PD Il mit M = 4100 Dextrin PD V mit M = 1150 





% Glucose % Maltose 


Zeit 
Std. 


% Zucker 


I! 
% Zucker 
| i als Glucose 


als Glucose 


| % Glucose % Maltose | 


3,8 21,1 101 | 3811 | 429 
; 28,6 1,8 | 475 | 61,9 
34,5 131 | 610 | 669 
38,6 131 | 69,3 | 75,2 
46,1 139 | 632 | 80,2 
54,5 15,2 70,0 89,2 
63,7 foc= 
64,4 190 | 71,6 | 94,4 
66,4 19,1 7,8 | 94,9 
66,4 21,6 72.9 | 98,6 
66,2 a Se a 


¥ 

Betrachten wir zunachst die Spaltung des Dextrins PD V. Dieses 
Dextrin ist normal gebaut; es wird sowohl von der Saccharogen- wie 
von der Speichelamylase total in Maltose zerlegt (10) (12). Auch von 
der Dextrinogenamylase wird das Dextrin vollstandig verzuckert. Dabei 
bildet sich aber neben Maltose auch etwa 20°, Glucose. Das Enzym 
ist gegeniiber Maltose ohne Wirkung; nur aus langeren Ketten wird 
also Glucose freigesetzt, wie auch von K. H. Meyer hervorgehoben wird. 


Die Dextrinogenamylase reprasentiert also, wie wir friither be- 
tont haben, eine besondere Gruppe unter den Amylasen, denn die 
anderen x-Amylasen haben keineswegs dieselbe Wirkung. Speichel- 
amylase bildet z. B. aus den hier untersuchten Dextrinen keine Glucose 
(vorausgesetzt, da keine Maltase anwesend ist). Da die Dextrinogen- 
amylase aus dem normalen «-Dextrin PD V Glucose bildet, so kann 
die Glucosebildung nicht mit einem anomalen Bau des Substrats 
zusammenhaingen. Anscheinend werden Starke und alle Abbauprodukte 
davon, auBer Maltose, Maltotriose und gewissen anomal gebauten 
Grenzdextrinen angegriffen. Es mag sein, daB bei dieser Verzuckerung 
durch die Dextrinogenamylase die Spaltung so verlauft, wie es K. H. 
Meyer fiir die Amylosespaltung annimmt, d. h., so daB in dem «-Dextrin 
alle Bindungen auBer den Terminalen vom Enzym mit derselben Wahr- 
scheinlichkeit angegriffen werden. Die terminalen Bindungen der 
Abbauprodukte mit mehr als drei Glucoseresten im Molekiil werden 
vielleicht langsamer angegriffen, die Bindungen der Maltose bzw. 
Maltotriose gar nicht. Die Klarlegung dieser Verhaltnisse wird indessen 
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dadurch auBerordentlich erschwert, daB es z. B. schon bei der Spaltuny 
eines einfachen Substrats, wie eines Hexasaccharids, fast unmédglic/, 
ist, bei niedrigeren Spaltungsgraden die Verteilung der Spaltprodukte 
auf verschiedene Kettenlangen zu bestimmen. Zwar kénnen die gir 
fihigen Spaltprodukte fiir sich bestimmt werden. Die Glucosemenge:, 
kénnen durch Garversuche leicht und recht genau bestimmt werden 
Die Menge der Maltose pflegt man dann, wie auch oben geschehen ist. 
dadurch zu berechnen, daB man von der Totalmenge vergarbarer 
Substanzen die Glucosemenge abzieht. Dabei wird also vorausgesetzt. 
daB keine anderen Spaltprodukte der Starke vergarbar sind. Wir 
wollen aber hervorheben, daB sogar anomal gebaute Trisaccharide 
vergarbar sind (11) und da es aus Versuchen, mit welchen wir be- 
schaftigt sind, hervorgeht, daB die Maltotriose ebenfalls vergarbar ist. 
Eben wenn die Spaltung durch die Dextrinogenamylase so verlaufen 
sollte, wie es K. H. Meyer annimmt, kénnte die Ermittlung der Spalt- 
produkte durch Garversuche Fehlschliisse veranlassen. 

Im Gegensatz zum normal gebauten Dextrin PD V wird das 
anomal gebaute, von der Saccharogen- und der Speichelamylase nur 
teilweise verzuckerte Dextrin PD II langsamer und unvollstandig 
verzuckert. Wenn wir annehmen® da8 das Dextrin einheitlich ist und 
das Molekulargewicht 4100 hat, und wenn wir aus Tabelle V entnehmen, 
daB die Verzuckerungsgrenze, die allerdings nicht sehr genau bestimmt 
werden kann, bei 90% (auf das Trockengewicht des Dextrins bezogen) 
liegt, so 14Bt sich berechnen, daB das zuriickbleibende Grenzdextrin 
ein Molekulargewicht von etwa 600 haben sollte, wenn man namlich 
annimmt, daB pro Mol «-Dextrin je 1 Mol Grenzdextrin entsteht. Nun 
ist aber in diesem Falle anzunehmen (12), daB das «-Dextrin zwei 
Anomalien pro Mol enthalt und daB daraus je zwei Grenzdextrin- 
»molekiile hervorgehen, vielleicht 2 Molekiile Isomaltose, die in gewissen 
Fallen bei sehr langdauernder Einwirkung der Amylase auf Starke 
zuriickbleibt. Nun ist ja das Grenzdextrin PD II nicht einheitlich und 
das Molekulargewicht auch nicht sehr genau bestimmbar, so daB eine 
genauere Berechnung der Grenzdextrine aus der gefundenen Ver-. 
zuckerungsgrenze kaum méglich ist. 

Die Spaltungskurve des normal gebauten «-Dextrins PD V ist 
gleichmaBig gekriimmt und weicht, wenigstens bei nicht zu hohen 
Spaltungsgraden, nicht sehr stark von der monomolekularen Kurve ab 
Die nach der monomolekularen Forme! berechneten Koeffizienten sind 


(t in Stunden): 








Spaltungsgrad | 


t Spaltungsgrad k 
) | 0,12 25,2 %, 
0,11 89,2 

0,08 
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Dagegen hat die Spaltungskurve des anomal gebauten Dextrins 
PD II eine andere Form, indem sie bei einer Verzuckerung von etwa 
25% abbiegt. Der Rest des Zuckers wird mit einer viel geringeren 
Geschwindigkeit (k < 0,02) gebildet. Dies erklaren wir so, daB zunachst 
weit von den Anomalien Maltosemolekiile mit etwa derselben Ge- 
schwindigkeit freigesetzt werden wie aus dem normalen «-Dextrin. 
Dabei entstehen Dextrine, in welchen die Anomalien ,,konzentrierter‘ 
sind, die langsamer und unvollstaéndig verzuckert werden. 
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Uber Grenzdextrine und Stirke. 
XVIII. Mitteilung: 
Uber Grenzdextrine aus Kartoffel-, Reis- und Weizenstirke. 
Von 
K. Myrbieck, B. Ortenblad und K. Ahlborg. 


(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 27. Februar 1943.) 


Die Spaltung der, Starke durch a-Amylasen bzw. «-amylasehaltige 
Amylasemischungen, wie die sogenannte Malzamylase, verlauft in der 
Weise, daB die Starke zuerst von der «-Amylase deztriniert wird; die 
dabei entstehenden «-Dextrine werden dann mehr oder weniger voll- 
standig verzuckert: Die normal gebauten (1) (2) werden ganz in Maltose 
zerlegt, die anomal gebauten geben auBer Maltose auch die Grenz.- 
dextrine. In friiheren Arbeiten haben wir die Grenzdextrine beschrieben, 
die wir mit Pankreasamylase aus Kartoffelstarke (3) sowie mit Malz- 
amylase (4) und Takadiastase (5) aus Maisstarke erhalten haben. Nebst 
kleinen Mengen von meist verhaltnismaBig* stark. phosphorhaltigen 
Grenzdextrinen mit einem Molekulargewicht > 1000 fanden wir 
in den Grenzdextringemischen als Hauptbestandteil Tri- bis Hexa- 
saccharide. Sie zeichneten sich alle durch eine abnorm niedrige Ge- 
schwindigkeit der Hydrolyse mit Mineralsiure aus (6) und enthielten 
Isomaltosebindungen (7) (8), vermutlich je eine pro Molekiil. Wie 
friiher hervorgehoben, variieren die Molekulargewichte und vor allem 
die Ausbeuten an Grenzdextrin ziemlich stark von Enzympraparat zu 
_Enzympraparat, hauptsachlich weil die Amylasepraparate wechselnde 
Mengen von speziellen Fermenten enthalten, die die Grenzdextrine 
langsam verzuckern (9). Im folgenden soll tiber die Darstellung und 
Untersuchung weiterer Grenzdextrine berichtet werden; es ist selbst- 
verstandlich fiir das ganze Starkeproblem wesentlich, simtliche Spalt- 
produkte méglichst genau zu charakterisieren. Wir betonen noch- 
mals, daB Versuche dieser Art nur orientierend sein kénnen; véllig 
reproduzierbar sind sie nicht, dazu sind wir tiber die dextrinspaltenden 
Fermente und ihr Vorkommen in den Amylaselésungen noch zu schlecht 
unterrichtet. Wegen der Wirkung dieser Fermente erhalt man oft zu 
wenig Grenzdextrin und Grenzdextrine von zu niedrigem Molekular- 
gewicht. Auch die Wirkung dieser Enzyme trifft jedoch vorzugsweise 
dje Maltosebindungen der Grenzdextrine, so da8 z. B. in einem Tetra- 
saccharid mit einer Isomaltose- und zwei Maltosebindungen diese 
zunachst gelést werden. Die Grenzdextrine, die wir isolieren kénnen, 
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behalten also auf alle Falle die Anomalien in Bau méglichst lange, 
obgleich auch die [somaltosebindungen allmahlich gelést werden. Die 
Natur der Anomalien kann deshalb oft festgestellt werden, auch wenn 
sich ihre Haufigkeit in der Starke nicht berechnen laBt. 

Wenn anderes nicht gesagt wird, wurden als Enzympraperate ange- 
wendet : 


a) ,,Malzamylase‘‘: Gerstenmalzmehl mit 5 Teilen Wasser und etwas 
Toluol einige Stunden geschiittelt und klar filtriert. Die Extrakte sind sehr 
reich an sowohl «- wie 8-Amylase: 1 ccm gibt unter Standardbedingungen 
(30°, px = 5,3, 100 cem 1%ige Starkelésung) in 10 Minuten eine Spaltung 
von rund 20% der Bindungen des Substrats. 

b) Takadiastase = filtrierte Lésung 1:10 von Takadiastase Parke 
& Davis. Soweit bekannt, ist das Enzym eine einheitliche «-Amylase. 


{. Kartoffelstirke und Malzextrakt, 


A. 450g Kartoffelstarke (trocken) werden mit kaltem Wasser in 
5 Liter siedendes Wasser gespiilt und ein paar Minuten gekocht. Nach 
Abkithlung auf etwa 50° werden 25 ccm Malzextrakt zugefiigt. Wenn 
die Mischung diinn geworden war, wurde sie wieder zum Sieden erhitzt 
und noch einmal 450 g Starke eingespiilt. Bei 50° wurden wieder 25 cem 
Malzextrakt zugesetzt. Nochmals 450g Starke wurden mit 5 Liter 
Wasser verkleistert und mit der obigen Mischung gemischt, also zu- 
sammen 1350 g Starke und 13,5 Liter Volumen. Dazu nach Abkiihlung 
auf 30° einige ccm Acetatpuffer, Toluol und 100 ccm Malzextrakt. 
Nach 20 Tagen hérte die Zunahme der Reduktion fast auf. Nach 
26 Tagen wurde die Mischung klar zentrifugiert (ungelést etwa 100 g), 
auf 10 Liter eingekocht und mit viel frischer Brauereihefe vergoren. 
Das Filtrat wurde durch Vakuumdestillation auf 650 ccm eingeengt und 
fraktioniert mit Alkohol gefallt. Dabei wurden die Fraktionen PM I 
bis V erhalten. Jeder Niederschlag wurde mit verdiinntem Alkohol 
gewaschen, in Wasser gelést und wieder mit Alkohol ausgefallt. Die 
Mutterlauge von der Fraktion V wurde im Vakuum auf 200 ccm ein- 
geengt und mit | Liter Alkohol gefallt: Fraktion VI. Das Filtrat wurde 
nochmals mit 1,5 Liter Alkohol versetzt: Fraktion VII. Die Mutter- 
lauge wurde zum Sirup eingeengt und mit absolutem Alkohol gerieben: 
Fraktion VIII. Im Alkoholfiltrat waren noch leichtlésliche Saccharide 
vorhanden. 

Das Trockengewicht und die Reduktionsfahigkeit der einzelnen 
Grenzdextrinfraktionen wurden bestimmt und daraus das mittlere 
Molekulargewicht berechnet (Tabelle I). AuBerdem wurde das Mole- 
kulargewicht durch Bestimmung des Diffusionskonstanten in Oholm- 
schen Apparaten ermittelt. Die Ubereinstimmung der aus der Reduk- 
tionsfahigkeit und aus dem Diffusionskonstanten berechneten Molekular- 
gewichte ist so gut, daB man, wie schon friiher hervorgehoben, ohne 
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Tabelle I. 





Molekulargewicht 





Ausbeute {a ] , 


Fraktion | in o% der Stirke 


rgseaneate aus der nach Diffusions- 
% Glucose | Reduktion versuchen 


PMI | 0,23 — — Stee (45 000) 
I 0,43 ioe Oe 2520 | 2810 
I | 1,96 1769 | 13,4 1340 | 1275 
1 225 

IV 0,58 | 178° | 174 1030 


V 0,20 | 164° | = 18,7 960 
vi 0,53 159° 21,0 860 
VII 0,08 — — 

VII 1,99 } 162° | 34,9 515 


weiteres annehmen kann, daB simtliche Grenzdextrine offene Ketten 
mit je einer Aldehydgruppe sind. Die Kettenlaingen der in diesem 
Versuch isolierten Grenzdextrine variieren zwischen 3 und etwa 15. 
Die Totalausbeute an Grenzdextrin, 6%, ist niedrig. Dies beruht zum 
Teil auf Verlusten bei der Fraktionierung, zum Teil darauf, daB in der 
Endmutterlauge noch Kohlenhydrate vorhanden waren, jedoch zum 
gréBten Teil darauf, da& Grenzdextrine durch die Wirkung der er- 
wahnten dextrinspaltenden Enzyme schon zerlegt worden sind. Etwa 
ein Drittel der hier isolierten Grenzdextrine sind Trisaccharide. Zweifels- 
ohne sind sie von demselben Typus, wie das aus Maisstarke gewonnene 
naher untersuchte Trisaccharid (7), das je eine Maltose- und eine Iso- 
maltosebindung euthielt. Ein relativ. groBer Teil der Grenzdextrine 
enthalt Ketten von 6 bis 8 Glucoseeinheiten. Sie sind verhaltnismaBig 
reich an Phosphorséure (s. die folgende Arbeit von K. Myrbdck und 
B. Kihlberg). Es ist zu vermuten, daB die Phosphorsiure, die durch 
unsere Malzextrakte nur sehr langsam freigesetzt wird, die Grenz- 
‘dextrine vor dem Angriff der dextrinspaltenden Fermente schiitzt. 
Die optische Drehung der Grenzdextrinfraktionen ist normal (10). 

Die langsame Spaltung einiger Grenzdextrinfraktionen durch die 
in Malzextrakt bzw. Takadiastase enthaltenen Enzyme wurde unter 
Anwendung groBer Enzymmengen naher untersucht: Je 1g Grenz- 
dextrin wurde mit Wasser und Puffer auf 95 ccm gebracht und mit 
5cem Malzextrakt bzw. Takadiastaselésung versetzt. Die Spaltung 
bei 30° wurde durch Reduktionsbestimmungen festgestellt. Da die 
Enzymlésungen Maltase enthielten, wurden Parallelversuche mit Mal- 
tose als Substrat angestellt. Die Takadiastase enthielt so viel Maltase, 
daB bei der Grenzdextrinspaltung nur Glucosebildung beobachtet 
werden konnte, wobei also sehr wohl méglich ist, da8 primar Maltose 
entsteht. Der angewendete Malzextrakt enthielt dagegen sehr wenig 
Maltase. Spaltungsversuche in der Tabelle IT. 
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Tabelle II. 





Takadiastase i Malzextrakt 
Spaltungszeit % Glucose % Maltose 


“PMU PMIV | PMVI PMVIII| PMIIT| PMIV| PMVI_ PM VIII 


i 





3,4 2,2 3,1 0,4 0,0 

20,0 17,0 12,0 3,8 2,0 7,3 

26,8 22,0 18,3 9,1 7,6 11,4 

33,1 28,0 — 24,8 16,3 10,8 15,9 

37,4 31,7 27,1 13,1 17,5 

39,2 33,1 28,5 22,5 14,1 17,8 

45,2. 37,8 32,5 28,3 16,5 21,1 

51,9 44,0 36,0 31,6 17,8 22.6 11,6 
52,9 44,4 36,0 31,6 17,8 22,6 11,6 
53,5 45,3 37,5 31,6 19,6 22,6 11,6 
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Besonders mit der Takadiastase, die ja bekanntlich reich an allerlei 
Enzymen ist, tritt also eine zwar langsame, aber weitgehende Spaltung 
der Grenzdextrine ein. Geringer ist die Spaltung durch den Malz- 
extrakt. In diesem Falle zeigt sich eine Abhangigkeit vom Molekular- 
gewicht des Substrats, indem die Grenzdextrine mit langeren Ketten 
mehr Zucker geben als die kurzkettigen. Dies ist in Ubereinstimmung 
mit unserer Grundvorstellung, daB eine Anomalie im Substratmolekiil, 
z. B. eine Isomaltosebindung, die Spaltung der angrenzenden Maltose- 
bindungen beeinfluBt, so daB die Spaltung der an sich normalen Bin- 
dungen immer langsamer wird, je naher sie der Anomalie liegen. In 
Analogie damit wird in einer Hexaonséure mit nur Maltosebindungen 
(die durch Oxydation eines normalen «-Dextrins gewonnen werden 
konnte) ein Maltosemolekiil sehr schnell durch Amylasen freigesetzt, 
das zweite aber erst viel langsamer (11). 

Diese Versuche iiber die sekundare Spaltung der Grenzdextrine 
erklaren die verschiedenen Grenzdextrinausbeuten, die man z. B. mit 
verschiedenen Malzextrakten bzw. verschiedenen Einwirkungszeiten 
erhalt, und weiter die Tatsache, daB z. B. bei sehr langer Einwirkung 
Grenzdextrine mit ungewéhnlich niedriger Kettenlange erzeugt werden. 
Sie erklaren weiter die wiederholt gemachte Beobachtung, da& man 
mit viel Malzextrakt eine fast 100 %ige Verzuckerung erreichen kann. 
Dabei ist aber zu betonen, da ein Teil des Zuckers, der ja meistens 
nur durch Ermittelung der Reduktion bestimmt wurde, sehr wohl 
Isomaltose gewesen sein kann. Anwesenheit von Glucose kann selbst- 
verstandlich ebenfalls zu Irrtiimern fiihren. 

B. In einem éhnlichen Versuch wurdeh 900g trockener Starke 
mit Wasser verkleistert und wahrend 17 Wochen mit Malzextrakt 
behandelt. Dann wurde vergirbarer Zucker in der beschriebenen Weise 
entfernt und die Grenzdextrine fraktioniert. Zusammenstellung in der 
Tabelle III. Die totale Grenzdextrinausbeute ist in diesem Falle 14 % 
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Tabelle III. 





Molekulargewicht 





‘ Ausbeute 
3 a], 
Fraktion | in % der Stirke [ Ip Reduktion aus der nach Diffusions- 


| Reduktion | versuchen 


PMIX | 0,11 es ee an me 
x | 0,55 1320 820 
| 690 

xI | 1,09 rend 840 
i 880 
1,06 157° | 930 700 

| | 690 
XIII | 0,79 1619 | 21 825 780 
XIV | 0,51 1679 | 26,1 720 690 
680 

xv | 672 | 1s | 31,3 575 
XVI | 0,83 | 140° | 30,1 600 525 
XVII) 0,36 |} 16° | 318 576 460 


und die Grenzdextrinspaltung also weniger hervortretend. Mehr als 3/, 
der Gesamtmenge besteht aus Tetrasacchariden (Fraktionen VI bis IX). 
Den Phosphorgehalt der Dextrine findet man in der erwahnten Arbeit 
von Myrbick und Kihlberg. Es ist bemerkenswert, daB die durch Be- 
stimmung der Diffusion ermittelten Molekulargewichte im Falle der 
Dextrine mit dem héchsten Molekulargewicht nicht unbetrichtlich 
niedriger sind als die aus der Reduktion errechneten. Dies diirfte mit 
dem hohen Phosphorgehalt dieser Dextrine zusammenhangen. Sie sind 
vermutlich starke Saéuren und zeigen deshalb wegen der Dissoziation 
eine abnorm hohe Diffusionsgeschwindigkeit. 


II. Kartoffelstiirke und Takadiastase, 


Vier Portionen von je 450 g Kartoffelstérke wurden mit siedendem 
Wasser verkleistert und bei etwa 56° mit je 0,3 g Takadiastase versetzt. 
Die verfliissigten Lésungen wurden gemischt (1700 g Starke in 14 Liter) 
mit etwas Acetatpuffer mit 1g Takadiastase und Toluol versetzt. Nach 
10 Tagen bei 30° hérte die rasche Zunahme der Reduktion auf, so daB 
nur eine langsame ,,Nachverzuckerung‘‘ beobachtet werden konnte. 
Nach 27 Tagen wurde zentrifugiert, gekocht, mit frischer Hefe behandelt, 
eingeengt und mit Alkohol fraktioniert gefallt. Dabei wurden die 
Fraktionen PTI bis VII erhalten. Die wasserig-alkoholische Mutter- 
lauge wurde vom Alkohol befreit, nochmals mit frischer Hefe behandelt, 
filtriert und auf 150 ccm eingeengt. Mit 1200ccm_ Alkohol wurde 
daraus die Fraktion VIII erhalten. Die Mutterlauge wurde wieder auf 
30 cem eingeengt und in 800 ccm Alkohol eingegossen: Fraktion IX. 
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Simtliche Praparate wurden mit verdiinntem Alkohol passender Kon- 
zentration, dann mit absolutem Alkohol gewaschen, in Wasser wieder 
gelést, mit Alkohol ausgefallt, gewaschen und getrocknet. Von der 
groBen Fraktion VIII wurden bei der Umfallung zwei Fraktionen er- 
halten. Aus Tabelle V sind die Eigenschaften der Fraktionen zu ersehen 
(Ausbeuten vor der Umfiallung). 


Tabelle V. 





Molekulargewicht 





| 
Fraktion | in % der Stirke 


PT I 0,23 _ 

Il 0,94 5,25 3000 2780 
2900 3240 
2,13 9,63 1890 2040 
2,01 10,4 1560 1400 
2,29 13,0 1050 1190 

1070 
1,55 15,3 1070 1090 
0,61 15,7 1150 940 1110 
VIII: 1 3 34 21,7 830 815 810 
VIII:2 | ™ 27,7 660 570 650 

Ix 0,16 ; 24,0 730 620 


aus der nach Diffusions- 


= 
Ausbeute Reduktion pm 
| % Glucose | Reduktion versuchen 


Die Dextrinausbeute ist auch hier verhaltnismaBig niedrig, was 
mit der Wirkung der dextrinspaltenden Enzyme zusammenhangt. Die 
Molekulargewichte stimmen gut tiberein. Grenzdextrine mit relativ 
langen Ketten sind reichlicher vorhanden als z. B. in den mit Pankreas- 
amylase erhaltenen Grenzdextrinen. Es kénnte erwartet werden, daB 
die Fraktionen mit den héheren Molekulargewichten bei erneuter 
Behandlung mit Takadiastase oder anderen Amylasen weiter zerlegt 
werden sollten. _Dies wurde im Falle der Fraktion [II untersucht: Je 
14,7g des Dextrins wurden mit Takadiastase (Versuch I) und mit 
Malzextrakt (Versuch II) behandelt. Nach 55 Tagen, bei 30°, fanden 
wir im Versuch I 49% und im Versuch II 56% des Dextrins in ver- 
girbare Stoffe umgewandelt. Nach Beseitigung derselben wurde ein- 
geengt und mit Alkohol fraktioniert gefallt (Tabelle V1). 

Die beiden Amylasepraparate haben also in sehr ahnlicher Weise 
gewirkt: Ein relativ kleiner Teil der Reaktionsprodukte hat ein Mole- 


Tabelle VI. 





Versuch I Versuch II 





Menge in g Mol.-Gew. Menge in g Mol.-Gew. 
0,2 
2,5 1060 
2.8 420 





0,2 | i 
1,4 1080 
2,7 415 
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kulargewicht von rund 1100; der Rest der fallbaren Stoffe hat ein 
Molekulargewicht, das zeigt, daB Tetra- und Trisaccharide anwesend 
sein miissen. In beiden Fallen, besonders im Versuch I, blieb vie! 
Substanz im Alkoholfiltrat. Die Reduktionswirkung dieser Substanz 
und die fiir die Fraktionen III gefundenen Molekulargewichte zeigen, 
da8 die Spaltung zur Bildung ansehnlicher Mengen von Isomaltose 
gefiihrt hat. Dasselbe konnte auch in anderen Fallen gezeigt werden (9) ; 
die Isomaltose wurde dabei isoliert und ihre chemische Natur festgestellt. 


III, Reisstirke und Takadiastase, 


1800 g Reisstarke wurden mit 15 Liter Wasser verkleistert und 
waihrend 8 Wochen mit 1,5g Takadiastase behandelt. Dann wurde 
zentrifugiert (etwa 60g ungelést), vergoren, auf 1150 cem eingeengt 
und gefallt. Dadurch wurden die Fraktionen RT I bis V erhalten. Die 
Mutterlauge wurde zum Sirup eingeengt und mit viel Alkohol behandelt. 
Der Niederschlag wurde in Wasser gelést, nochmals mit frischer Hefe 
behandelt, filtriert und die Lésung auf 100 ccm eingeengt. Daraus 
wurden durch Fraktionierung die Praparate VI bis VIII erhalten. Die 
Mutterlauge wurde zum Sirup eingeengt und daraus durch Reiben mit 


Alkohol die Fraktion IX gewonnen (Tabelle VII). 


Tabelle VII. 





Molekulargewicht 





; Ausbeute ‘ 
Fraktion in % der Stirke [%],, Reduktion 


aus der | durch Diffusions- 
Reduktion versuche 

RT I 0,05 — a 

II 10,40 | 170° - | 1070 _ 

III 7,15 | 170° 22,4 810 830 1000 

ae 970 

IV 0,36 173° 17,0 1060 810 800 

V 1,16 170° 25,9 700 =, «770 

VI | 1,45 168° 31,7 570 630 580 

VII | 0,52 171° =| 31,7 570 560 500 

Vill 0,12 155° 33,1 540 520 5625 

IX | 0,65 28,5 630 430 440 


Die Gesamtausbeute an Grenzdextrin war in diesem Falle 21,9 %. 
Die Dextrinspaltung ist also weniger weitgehend gewesen, was sich 
auch darin zeigt, daB ein sehr groBer Teil der isolierten Grenzdextrine 
eine Kettenlinge von 6 bis 7 Einheiten hat. Der Rest besteht aus 
Tetrasacchariden. Wie in anderen untersuchten Fallen liegt die 
spezifische Drehung der Grenzdextrine zwischen denen der Starke und 
der Maltose. Wie wir in anderem Zusammenhang (10) hervorgehoben 
haben, kann dies in dem vorliegenden Falle nicht als Beweis dafiir 
angesehen werden, da8 die Grenzdextrine nur Maltosebindungen ent- 
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halten, denn die Saccharide mit Isomaltosebindungen haben eine nur 
wenig niedrigere Drehung als die entsprechenden Maltosederivate. 

Es ist bemerkenswert, da8 auch in mehreren anderen Fallen die Hexa- 
saccharide unter den Grenzdextrinen sehr haufig sind, besonders dann, 
wenn die sekundire Grenzdextrinspaltung schwach war, was aus der Gesamt- 
ausbeute an Grenzdextrin beurteilt werden kann. Es ist mdéglich, daB das 
Hexasaccharid ein primares Grenzdextrin ist (also wahrscheinlich mit vier 
Maltose- und einer Isomaltosebindung), aus dem dann durch die sekundare 
Spaltung die Tetra- und Trisaccharide sowie die Isomaltose hervorgehen . 


IV. Reisstirke und Malzextrakt, 


1800 g Starke, mit 19 Liter Wasser verkleistert, wurden wahrend 
8 Wochen mit 125cem Melzextrakt behandelt und dann wie oben- 
beschrieben die Grenzdextrine fraktioniert (Tabelle VIII). 


Tabelle VIII. 








Molekulargewicht 





Fraktion || , Ausbeute [=], Reduktion 


in % der Starke aus der nach Diffusions- 


% Glucose Reduktion versuchen 
0,49 | (242°) E 1160 1380 
11,60 170° 1220 1460 
3,10 171° i 1100 1370 1000 
1310 1170 
1,36 167° , 820 1050 1000 
0,81 161° 22,6 800 800 710 
0,68 ~ 685 580 680 
0,37 700 650 600 
0,84 —- 44,8 400 400 3840 
Die Ausbeute an Grenzdextrinen ist in diesem Falle 19,25%. Die 
Saccharide mit 6 bzw. 7 Glucoseeinheiten iiber wiegen sehr stark, daneben 
kommen Tetra- und Trisaccharide vor. Die Drehung ist normal. 


V. Weizenstiirke und Takadiastase, 


1080 g Starke in 12 Liter Wasser wie oben. Die Fraktionierung 
der Grenzdextrine ergab die in der Tabelle 1X zusammengefaBten 
Werte. Jede Fraktion wurde in Wasser gelést und umgefallt. 


10,77 % Grenzdextrine wurden erhalten. Es ist méglich, daB 
bei der Umfallung niedrigmolekulare Anteile verlorengegangen sind; 
diese Fraktionierung war namlich die erste dieser Art, die wir tiberhaupt 
ausfiihrten. Die Grenzdextrine haben ungew6hnlich hohe Molekular- 
gewichte (und dementsprechend auch eine héhere spezifische Drehung). 
Der Phosphorgehalt saimtlicher isolierter Fraktionen war hoch und es 
kann wohl als wahrscheinlich betrachtet werden, daB das hohe Mole- 
kulargewicht teilweise mit dem Phosphorgehalt zusammenhangt. 
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Tabelle IX. 





Molekulargewicht 


i} 





|| in % der Starke 


| aus der | durch Diffusions- 
Reduktion | versuche 


i} | 
Fraktion | Ausbeute [a], Reduktion | 
°% Glucose 





WT I sehr wenig _ 
3700 4500 


es. 
| 
i] 


Il 0,87 181° 


III 1,95 174° 68 | 2650 
IV 1,93 187° 92 | 1960 
“eee 2,27 185° 16,7 || 1680 
vI 1,53 a 11,2 | 1600 
VII 0,98 1822. «12,9 1390 
VIII 0,73 195° 122 | 1480 
IX 0,51 195° 14,0 1280 


VI. Weizenstirke und Malzextrakt, 


1350 g Starke in 10 Liter Wasser + 100 cmm Malzextrakt. 
18 Wochen. Zentrifugiert, vergoren, eingeengt und fraktioniert gefallt 
wie oben. Alkoholische Mutterlauge eingeengt, nochmals-mit frischer 
Hefe behandelt, filtriert, eingeengt und gefallt (Tabelle X). 


Tabelle X. 





Molekulargewicht 





4 Ausbeute | : 
z . q 1 3 
Fraktion in % der Stiirke Reduktion aus der nach Diffusions- 


°% Glucose Reduktion versuchen 
WMI 7,3 2600 3000 2600 

II 13,5 1330 1750 
Ill : 18,8 960 1020 
IV 7 24,0 750 790 
Vv 23,5 770 750 
vi 26,0 690 750 
Vil 27,0 670 

Vill | 33,6 640 530 
Ix 38,3 470 470 
x 41,1 440 


Auch in diesem Falle ist die Ausbeute an Grenzdextrinen niedrig 
(6,3 %), weil wahrend der sehr langen Versuchszeit eine betréchtliche 
sekundire Spaltung der Grenzdextrine eingetreten ist. Unter den 
isolierten Grenzdextrinen findet man wie gewoéhnlich vornehmlich 
Tri- bis Hexasaccharide, aber auch Produkte mit lingeren Ketten sind 
anwesend. Der hohe Phosphorgehalt der langkettigen Fraktionen, vor 
allem die Fraktion WMI, 148t vermuten, daB Molekulargewicht und 
Phosphorgehalt in ursichlichem Zusammenhang stehen. 
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VII, Zusammenfassung. 


Die Fraktionierung der nichtvergarbaren Produkte, die aus ver- 
schiedenen Starkesorten mit Malzextrakt bzw. Takadiastase erzeugt 
werden, ergibt, daB die Grenzdextrine immer Mischungen von Saccha- 
riden mit variierenden Kettenlangen sind, unter welchen besonders 
Hexa- und Tetrasaccharide hervortreten. Es ist méglich, daB die 
Tetrasaccharide und Trisaccharide, die auch oft in betrachtlichen 
Mengen gefunden werden, sekundaér durch die Wirkung spezieller 
dextrinspaltender Enzyme aus den Hexasacchariden hervorgegangen 
sind. Neben diesen niedrigmolekularen Grenzdextrinen finden sich 
gréBere oder kleinere Mengen von Grenzdextrinen mit langeren Ketten. 
Der hohe Phosphorgehalt dieser Fraktionen la8t vermuten, daB die 
Substitution durch Phosphorséure zur Nichtspaltbarkeit dieser Dex- 
trine beitragt. 

Da es nicht méglich ist, die Wirkung der dextrinspaltenden Enzyme 
ganz auszuschalten, la4Bt sich die Zusammensetzung der von den als 
enzymatisch einheitlich gedachten Amylasen erzeugten Grenzdextrine 
nicht genau angeben. Die Grenzdextrine werden aber aus den ano- 
mal gebauten Teilen der Starkemolekiile gebildet und enthalten die 
Anomalien derselben, so daB durch die Bestimmung der Natur der 
Grenzdextrine wichtige Beitrage zur Konstitutionsfrage der Starke 
geliefert werden kénnen. 
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Uber Grenzdextrine und Stirke. 
XIX. Mitteilung: 
Uber die Phosphorsiure in Starkedextrinen. 
Von 
Karl Myrbick und Bengt Kihlberg. 
(Aus dem Biochemischen Institut der Universitat Stockholm.) 
(Eingegangen am 27. Februar 1943.) 
Mit | Abbildung im Text. 


Die organisch gebundene Phosphorsdure der Starke bleibt beim 
amylolytischen Abbau wenigstens gréBtenteils in den Grenzdextrinen, 
und zwar vorwiegend in den Grenzdextrinfraktionen mit den héchsten 
Molekulargewichten (1) (2). Die phosphorsdurehaltigen Teile der Starke- 
molekiile werden also nicht normal gespalten; es wird, wie es scheint, 
keine Maltosephosphorsaure gebildet. Schon friih haben wir auch die 
Veresterung mit Phosphorsiure zu den ,,Anomalien‘‘ der Starke- 
molekiile gerechnet, die unserer Ansicht nach die Ursache zur unvoll- 
standigen Verzuckerung durch die Amylasen, d.h. zur Grenzdextrin- 
“bildung sind. Es kann sehr wohl sein, dafB die Veresterung einer 
Hydroxylgruppe mit Phosphorséure oder einer anderen Séure die 
Spaltung angrenzender Glykosidbindungen verhindert oder stark 
verlangsamt, so da8 es also an und fiir sich denkbar ist, da8 es Grenz- 
dextrine gibt, die keine anderen Anomalien enthalten als Phosphor- 
siuregruppen. Andererseits kénnten auch gewisse Grenzdextrine 
sowohl Phosphorsaure als andere Anomalien, vor allem anomale Glyko- 
sidbindungen, d.h. Glykosidbindungen anderer Art als die Maltose- 

‘ bindung, enthalten. Bei den von uns bisher untersuchten Grenzdextrinen 

scheint allgemein zu gelten, daB mindestens eine schwer hydrolysierbare 
Glykosidbindung pro Mol vorkommt. Die Anwesenheit der Phosphor. 
siure sollte also in diesem Falle héchstens das Molekulargewicht des 
rrenzdextrins mitbestimmen, dessen Kettenlange durch den Abstand 
der Phosphorsiuregruppe von der anomalen Glykosidbindung bestimmt 
sein kénnte. Oder es kénnte so sein, daB in der Starke aus unbekannten 
riinden die Phosphorséuregruppen immer dicht an Verzweigungs- 
punkten oder sonstigen anderen Anomalien gelagert sind, so daB sic 
also immer in den Grenzdextrinen vorhanden sind, jedoch fiir ihre 
Entstehung nicht direkt verantwortlich sind. Diese Fragen werden im 
folgenden im Zusammenhang mit Phosphorbestimmungen in Starke 
und Dextrinen und mit Versuchen iiber die phosphatabspaltende 
Wirkung der Amylasepraparate diskutiert. 
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Die Phosphorbestimmungen wurden nach Lohmann-Jendrassik aus- 
gefuhrt unter photoelektrischer Messung der Extinktion. Eichkurven aus 
Bestimmungen mit Natriumphosphat nach Sérensen. Die Gesamtphosphor- 
bestimmung wurde nach Verbrennung mit Schwefelséure und Perhydrol 
ausgefiihrt. In jedem Falle wurde eventuell vorkommende freie Phosphor- 
saure bestimmt. Diese Bestimmung ist bei den Grenzdextrinen immer not- 
wendig, da aus der zur Beseitigung der Zucker angewendeten PreBhefe 
Phosphate in Lésung gehen und mitgefallt werden kénnen. Bei Substanzen 
von héherem Molekulargewicht ist besonders bei der Bestimmung freier 
Phosphorsaéure darauf zu achten, daf in den Lésungen keine Triibungen 
vorkommen. Alle unten angegebenen Werte sind fiir den eventuellen Ge- 
halt freier Phosphorsaéure korrigiert und geben die organisch preetios 
Phosphorséure als % P an. 

I, 

Die von uns untersuchten Kartoffelstarken enthielten 0,052 bis 
0,085 % P, die lésliche Starke 0,061 bis 0,072%. Zwei Praparate von 
Gerstenstarke enthielten 0,056 bzw. 0,059%. Es sei darauf hingewiesen, 
daB aus den phosphorreichen Starkesorten, wie Kartoffel- und Gersten- 
starke, und aus den phosphorarmen, wie Maisstarke (0,22 %) und Arrow- 
stirke (0,019 %), etwa dieselben Mengen von Grenzdextrinen gebildet 
werden, woraus ja hervorgeht, da die Phosphorsaure fiir die Grenz- 
dextrinbildung héchstens eine untergeordnete Rolle spielen kann. 


Il, 


Das B-Dextrin. Mit der pflanzlichen f-Amylase (Saccharogen- 
amylase) geben alle untersuchten Starkesorten, also wie es scheint fast 
unabhingig vom P-Gehalt, 60% Maltose. Der starkeaihnliche, nicht 
verzuckerte Rest, den wir £-Dextrin nennen, laBt sich z. B. mit Alkohol 
ausfallen. Aus Arrowstarke gewannen wir in dieser Weise ein §-Dextrin, 
das 0,051% P enthielt. Da der P-Gehalt der Arrowstarke 0,019 % 
betrug, und die Starke zu 60% verzuckert wurde, so berechnet man 
den P-Gehalt des §-Dextrins zu 0,048 % unter der Voraussetzung, daB 
kein P abgespalten wird. Versuche mit anderen Stirkesorten gaben 
dasselbe Resultat: Alle Phosphorsaure der Starke bleibt im #-Dextrin; 
mit der Maltose verschwindet keine Phosphorsiure. Sonst ware ja 
denkbar, da, wenn z. B. eine Maltosephosphorsaure freigesetzt werden 
sollte, diese dann bei der Beseitigung der Maltose mit PreBhefe vergoren 
werden und so der Entdeckung entgehen kénnte. 

' Nimmt man nun an, daB bei der Starkespaltung durch die Saccha- 
rogenamylase die Maltose aus der Amylose, die nach K. H. Meyer voll- 
standig verzuckert werden soll [(3); vgl. jedoch (4)], und aus den normal 
gebauten Seitenketten des Amylopektins herriihrt, so mu8 geschlossen 
werden, da8 sich die Phosphorsdure der Starke in dem als £-Dextrin 
verbleibenden ,,Kern‘‘ des Amylopektins befindet. Je nachdem man 
sich das Amylopektinmolekiil als Hauptkette mit Seitenketten [etwa 
Biochemische Zeitschrift Band 315. 17 
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nach der Formel von Staudinger und Husemann (5)] vorstellt oder di: 

Annahme von K. H. Meyer (6) von den mehrfach verzweigten Ketter 
vorzieht, kénnte man geneigt sein anzunehmen, daB die Phosphor 

sdurereste nur in der Hauptkette bzw. zwischen den Verzweigungen in) 
Meyerschen Modell vorkommen. Wenn wir uns aber vergegenwartigen, 
daB ein P-Gehalt von 0,05 % einem Phosphorsaurerest pro etwa 380 Glu. 
koseresten entspricht, so ist einleuchtend, daB Phosphorsaurereste auc: 
in den Seitenketten lokalisiert sein kénnen. Eine solche Seitenkett« 
mu8 dann von der £-Amylase nur vom freien Ende bis zur Phosphor- 
séuregruppe verzuckert werden. In diesem Falle ware die Substitution 
durch Phosphorséure fiir die Bildung des -Dextrins mitbestimmen 
und man sollte aus einer phosphorreichen und aus einer phosphorarmen 
Starke mit 8-Amylase verschieden groBe Ausbeuten an Maltose erhalten. 
Wie folgende Uberlegung zeigt, muB aber der Unterschied so klein. 
sein, daB er sich der Beobachtung entziehen mu8: Nehmen wir an, dali 
das Amylopektin nach der Formel von Staudinger und Husemann 
gebaut ist und daB die Seitenketten eine mittlere Lange von etwa 
20 Glucoseeinheiten haben. Nehmen wir als extremen Fall an, daB in 
einer Starke mit 0.05% P alle Phosphorsaurereste in Endgruppen von 
Seitenketten lokalisiert sind, so bedeutet dies, daB etwa jede 19. Seiten- 
kette gegeniiber der f-Amylase widerstandsfahig ist. Wenn eine 
phosphorfreie Starke zu 60°, verzuckert wird, so bedeutet dies, da 
die Starke mit 0,05% P 57% Maltose gibt. Da ausgeschlossen ist 
(siehe unten), daB alle oder sogar viele Phosphorséuregruppen diese 
Lage haben, so ist nicht zu erwarten, daB man aus Bestimmungen des 
Verzuckerungsgrades etwas tiber die Lage der Phosphorsdurereste 
erfahren kann. 


il. 


Die «-Dextrine. Die verschiedenen Starkesorten werden durch die 
Dextrinogenamylase (pflanzliche a-Amylase) primar in ein Gemisch 
von «-Deztrinen zerlegt, das ein mittleres Molekulargewicht von etwa 
1500 zeigt. Durch fraktionierte Fallung, z. B. mit Alkohol, kann das 
Gemisch in Fraktionen von verschiedenem Molekulargewicht aufgeteilt 
werden. Im Falle der Kartoffelstarke fanden wir (7) etwa 60% der 
Starke in Form von a-Dextrinen mit einem Molekulargewicht von 
rund 1100 wieder, Der Rest zeigte hhere Molekulargewichte, teilweise 
damit zusammenhangend, daB die Dextrinierung nicht ganz volistandig 
war. Es konnte gezeigt werden, da8 die erstgenannten a-Dextrine zu 
fast 100 % normal, d. h. nach dem Maltoseschema gebaut sind, wahrend 
die «-Dextrine mit héheren Molekulargewichten Anomalien enthalten 
und von der Saccharogenamylase nur unvollstandig verzuckert werden. 
Der Gehalt der «-Dextrine an organisch gebundener Phosphorsaure 
geht aus der Tabelle I hervor. 
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Tabelle I. 








Fraktion } | % Maltose mit e 
Nr. wel.-Gew, % P Saccharogenamylase 


| PDI 4100 0,267 35 
Anomal gebaute Il 4100 0,143 38 
a-Dextrine III 2940 0,112 40 
IV 1910 0,129 53 


V 1150 0,048 99 
VI 1090 0,017 100 
Vil 1100 0,016 98 
Vill 950 0,030 86 


- Normal gebaute IX 1250 0,058 91 


a-Dextrine X 1150 0,013 100 
xI 1070 0,022 104 
XII 1020 0,014 100 
XIII 1030 0,014 94 
XIV 690 0,047 72 





Wenn wir mit Hilfe der bekannten Ausbeuten an Dextrin [siehe 
die Tabelle I der unter (7) zitierten Arbeit] den durchschnittlichen 
P-Gehalt der «-Dextrine berechnen, so finden wir die Zahl 0,061 % oder 
fast denselben P-Gehalt wie den der Starke, aus der die «-Dextrine ge- 
wonnen waren. Alle Phosphorséure der Starke ist also noch in den «- 
Dextrinen vorhanden, was ja auch erwartet werden konnte, da wahrend 
der Dextrinierung nur ganz unbedeutende Verzuckerung eintritt. Aus 
der Tabelle I geht hervor, daB die Dextrine mit den héchsten Molekular- 
gewichten auch den héchsten P-Gehalt haben; die ersten vier Fraktionen 
enthielten mehr als 76% der ganzen Phosphorséuremenge. Diese vier 
Fraktionen werden von der Saccharogenamylase nur ganz unvollstandig 
gespalten, wahrend umgekehrt die Fraktionen V bis XIV, die sehr 
wenig P enthalten, alle fast vollstandig verzuckert werden. Die Frak- 
tion V, die noch hochmolekulare Anteile enthalten diirfte, sowie die 
Fraktion IX, die nach Einengen der Mutterlauge gewonnen wurde, 
enthalten mehr P und werden weniger vollstandig gespalten als die 
,normalen‘: Fraktionen VI bis VIII und X bis XIV. Die normalen 
z-Dextrine stammen aus den Teilen der Starke (Amylose und Seiten- 
ketten des Amylopektins), die bei der Behandlung mit Saccharogen- 
amylase Maltose geben, wahrend die anomalen «-Dextrine mit den 
héheren Molekulargewichten aus dem ,,Kern‘‘ des Amylopektins hervor- 
gehen, der bei der Behandlung der Starke mit Saccharogenamylase 
als das hochmolekulare £-Dextrin zuriickbleibt. 


Nun wissen wir, da8 die unvollstandig spaltbaren «-Dextrine 
Anomalien in der Form anomaler Glykosidbindungen enthalten (wahr- 
scheinlich meistens mit Verzweigungen der Ketten gleichzusetzen) und 
daB diese anomalen Glykosidbindungen bzw. Verzweigungen wenigstens 


L¢* 
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zum Teil die Bedingung des héheren Molekulargewichts und der unvoll 
stindigen Spaltung mit f-Amylase sind. Unméoglich ist aber nicht. 
daB die Substitution durch Phosphorsdéure auch dazu beitragt. Ein 
Dextrin mit 0,267 % P enthalt ein Atom P pro etwa 72 Glucosereste 
Da das Dextrin PD I ein Molekulargewicht von 4100, d. h. eine Ketten- 
lange von etwa 25 Glucoseresten hat, so kommt eine Phosphorsaure. 
gruppe im Mittel auf jedes dritte Dextrinmolekiil. Da die Phosphor. 
sure dabei das mittlere Molekulargewicht der Dextrinfraktion wesent- 
lich beeinflussen sollte, ist nicht wahrscheinlich. Es scheint auf alle 
Falle hervorzugehen, daB die Phosphorséure in dem Teil der Starke 
zum gréBten Teil lokalisiert ist, in welchem auch die anomalen Glykosid- 
bindungen vorhanden sind. Gegen die Annahme, daB die Anwesenheit 
der organisch gebundenen Phosphorsaure die Ausbeute und die mittlere 
MolekiilgréBe der «-Dextrinfraktionen deutlich beeinflussen sollte. 
spricht weiter, daB, wie aus demnachst veréffentlichten Versuchen her- 
vorgeht, die «-Dextrine aus phosphorarmen Starken wie Arrowstarke 
etwa dieselbe Zusammensetzung haben wie die aus Kartoffelstarke. 


IV. 

Die Grenzdextrine. Beispiel 1: Kartoffelstarke und Pankreatin. 
Zusammenstellung in der Tabelle II. Unter ,, Hydrolysegeschwindig- 
keit’’ wird die monomolekulare Reaktionskonstante bei der Hydrolyse 
in 2,34n HCl bei 70° verstanden. Die Grenzdextrinfraktionen sind 
friiher beschrieben (8); dort auch der Gesamtphosphorgehalt, der in 
einigen Fallen deutlich héher ist als der hier bestimmte Gehalt an 
organisch gebundener Phosphorsaure. 


Aus 100 g trockener Starke wurden nicht weniger als 26g Grenz- 
dextrine isoliert. Diese 26 g enthalten zusammen 0,080 g Phosphor (der 


Tabelle II. 
Hydrolyse- 

o ; 

”~P mene ta in % der Starke 





Dextrinausbeute 
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3,44 
4,13 
1,03 
0,551 
0,165 
0,033 
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mittlere P-Gehalt ist 0,031 %). Da die Starke 0,075 g Phosphor enthielt 
(ein wenig organisch gebundener Phosphor stammt aus den Enzym- 
lésungen usw.), so folgt, daB wahrend der amylatischen Spaltung keine 
Phosphorsaure freigesetzt wurde. Aus der Tabelle II geht hervor, daB 
fast die ganze Phosphorsduremenge in den Grenzdextrinfraktionen mit 
den héchsten Molekulargewichten vorkommt, und es diirfte geschlossen 
werden kénnen, daB das héhere Molekulargewicht dieser Fraktionen 
teilweise auf Substitution durch Phosphorsdure beruht. In der zwar 
sehr kleinen Fraktion [I mit 4,13 % organischen Phosphors kommt eine 
Phosphorséuregruppe auf etwa 5 Glucoseeinheiten. Da die mittlere 
Kettenlinge der Fraktion etwa 10 ist, so kommen im Mittel je zwei 
Phosphorsauregmippen pro Molekiil Dextrin. In der Starke mit 0,075 % P 
kommt eine’ Phosphorséuregruppe auf etwa 250 Glucosereste; wir 
miissen aber schlieBen, daB die Phosphorséuregruppen gar nicht gleich- 
maBig verteilt sind, sondern zum Teil sehr dicht sitzen mit einem 
Abstand von weniger als 10 Glucoseresten. 

Die Hydrolysegeschwindigkeit der Glykosidbindungen konnte bei 
den sehr kleinen Fraktionen I und II wegen Substanzmangel nicht 
bestimmt werden; unméglich ist nicht, daB in diese Fraktionen Mole- 
kiile eingehen, die auBer der Phosphorsaure keine Anomalien enthalten. 
Ein Molekiil dieser Art ware z. B. in der Abb. 1A schematisch wieder- 
gegeben. Die Versuche tiber die Saurehydrolyse der Fraktionen III 
bis X zeigen, daB sie anomale Glykosidbindungen enthalten. Bei den 
Fraktionen VI bis X kann angenommen werden, da diese Glykosid- 
bindungen die einzigen Anomalien sind, die fiir die Grenzdextrinbildung 
Bedeutung haben. Dextrine dieser Art waren durch die Formel I B 
za veranschaulichen, wobei allerdings die Lage der anomalen Bindung 
unentschieden ist. Im Falle der Fraktionen III bis V ist es méglich, 
daB sowohl! die Substitution durch Phosphorsiéure wie die Anwesenheit 
der anomalen Glykosidbindungen die normale amylatische Wirkung 
verhindern. Die Fraktionen sind selbstverstandlich nicht einheitlich; 
es ware z.B. méglich, da& Phosphorséure und anomale Glykosid- 
bindungen nicht in denselben Molekiilen vorkommen. Andererseits ist 
auch méglich, daB Molekiile vom Typus IC vorhanden sind. 
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Beispiel 2: Kartoffelstérke und Malzamylase. Tabelle ITI. 


Die Dextrine aus 100g Starke enthalten 0,064g Phosphor. Da 
die angewandte Starke 0,070 g enthielt, so folgt, daB auch in diesem 
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Falle die Phosphorsdure in den Grenzdextrinen geblieben ist, und dies 

trotzdem durch die Wirkung der grenzdextrinspaltenden Carbohydrase1, 

eine weitgehende sekun- 

dire Spaltung = de: 

Fraktion | ‘ Dextrinausbeute Grenzdextrine —_einge- 

ieee <i in % der Stirke —_ treten ist (Grenzdextrin 

Ps ausbeute nur 14% stat 

normalerweise 25 bis 

30%). Daraus folgt. 

daB auch die Wirkung 

der dextrinspaltender: 

Fermente durch die 

4 Substitution mit Phos. 

"14,02 phorsaure geh indert 

wird. Auch bei diesen 

Grenzdextrinen ist die Phosphorséure in den Fraktionen mit dem 

héchsten Molekulargewicht angehauft, wihrend die Tetrasaccharide fast 
phosphorfrei sind. Die Erklarung diirfte die oben gegebene sein. 

Beispiel 3: Arrowstarke und Takadiastase. Tabelle IV. 

Auch in diesem 

FF OE Falle, sogar ausgeprig- 

x p | Dextrinausbeute ter als bei der Kartoffel- 

__*_|_im % der Stirke —_starke, ist die Phosphor- 

5 4.89 Ab, 0,20 ue siure in der Fraktion 

0,074 | 2,16 mit dem héchsten Mole- 

0,026 10,68 kulargewicht konzen- 

wore | Syd triert. Etwa zwei Drittel 

0,006 | 2,52 
sehr wenig | 0,06 der Phosphorsaure fin- 
4,40 det sich hier, obgleich 


| 
eg) 1,83 agains : 
e 3°70 die Fraktion nur etwa 
| 
{ 


Tabelle III. 





Tabelle IV. 





99 9? 


98,07. 2% der Starkemenge 

entspricht. Insgesamt 

wurden in den Dextrinen aus 100 g Starke 0,015 g Phosphor gefunden, 

wahrend die Starke 0,019 g enthielt. Eine nur geringfiigige Abspaltung 

von Phosphorséure ist also eingetreten, obgleich die Takadiastase 
Phosphatase enthalt (siehe weiter unten). 

In der Dextrinfraktion mit 4,89 °% P kommt ein Phosphorsiurerest 
auf etwa 4 Glucoseeinheiten, ein weiterer Beweis dafiir, daB in der 
Starke die Phosphorséuregruppen wenigstens zum Teil sehr dicht an- 
einander vorkommen miissen. Dabei ist selbstverstandlich zu beachten. 
daB die Phosphorsiaureester, die ja in den gefallten Lésungen wenigstens 
teilweise als Salze vorkommen, in Wasser-Alkohol schwerer léslich 
sein diirften als die entsprechenden phosphorfreien Dextrine, so dab 
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sie sich deswegen in den ersten Fraktionen anhaiufen kénnen. Die 
Reduktionsbestimmungen zeigen aber, daB das mittlere Molekular- 
gewicht dieser Fraktionen relativ hoch sein muB. 


Beispiel 4: Gerstenstarke und Takadiastase. Tabelle V. 


Tabelle V. 





Dextrin- Dextrin- 
7 - ausbeute . 
Fraktion | in % der Fraktion 
Nr. Starke Nr. 


I 299 | 0,14 IX 745 0,099 | 


_ 
a) 


Ul 1600 0,087 1,47 X 860 0,089 | 
Ul 1370 | 0,022 3,14 XI 800 0,112 | 
IV. | 1280 | 0,019 4,44 XII 800 0,110 
Vv | 1010 0,046 1,19 XIIT = 520-0, 128 | 
VI =| 950 | 0,044 | 0,58 XIV —- | — | 
P+ XVI) 350 0,365 | 


sab 
-— oc 


Ree 


VII =| 780) 0058 081 | XV+ 
VIII | 745 | 0,120 0,46 


& 
9 





Phosphorséure ist in diesem Falle noch in den Grenzdextrinen 
vorhanden (0,020 g in den Dextrinen aus 100g Starke). Da aber in 
der Starke wesentlich mehr (0,057 g) vorhanden war, so geht hervor 
da8 das Enzympraparat viel Phosphorsaure freigesetzt hat. Die erste 
kleine Fraktion der Grenzdextrine zeigt auch in diesem Falle den 
gréBten Phosphorgehalt, aber auch die anderen enthalten recht viel 
Phosphor. 

V. 

Phosphatabspaltende Wirkung der Amylasepraparate. Versuche tiber 
die Einwirkung der Amylasepraparate auf verschiedene Grenzdextrine 
zeigten, da manchmal eine nicht unbetrachtliche Spaltung von Glykosid- 
bindungen eintrat, die der Wirkung der speziellen dextrinspaltenden 
Enzyme zuzuschreiben ist. Die Abspaltung von Phosphorsdéure war 
aber immer nur ganz geringfiigig und fehlte manchmal ganz. Die 
Enzympraparate, mit Ausnahme des Pankreatins, enthielten aber 


Tabelle VI. 





% Phosphorséure freigesetzt nach 
Enzympraparat 





2 Tagen 20 Tagen 40 Tagen 60 Tagen 
Pancreatin 0 0 
Speichel : 17 21 
Malzextrakt i 101 
: 25 36 
45 60 
Diastase Merck 61 
Takadiastase 65 74 
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Phosphatase, wie aus Versuchen mit Glycerophosphat hervorgeht. Di 
Versuchsbedingungen waren dieselben wie bei den Starkespaltunge:, 
(pu = 5; 30°), Zusammenstellung in der Tabelle VI. 

Vergleichend wurden nun Versuche mit denselben Enzympraparate, 
und Kartoffelstarke angestellt (Tabelle VII). 


Tabelle VII. 





> % Phosphorsdure freigesetzt nach 
Enzympriaparat 





24 Std. 10 Tagen | 50 Tagen | 95 Tagen 


Pancreatin 
Speichel 
Malzextrakt 


Takadiastase ........... : 1C 


Die untersuchten Amylasepraparate haben also auf die Phosphor 
siure des angewendeten Starkepraparats fast keine Wirkung, was ja 
damit im Einklang ist, da die Grenzdextrine meistens fast alle Phosphor- 
sdure der Starke enthalten. Es erscheint notwendig eine Erklarung dafiir 
zu finden, daB die phosphatasehaltigen Amylaselésungen auf die Phos- 
phorséure der Starke bzw. der Dextrine fast keine Wirkung haben. 
Moglich ware z. B., daB die Phosphorsaurereste zweifach verestert waren, 
eine Méglichkeit, die ja auch frither in anderem Zusammenhang diskutiert 
wurde. 
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Die altere Literatur findet man in der Zusammenstellung von Samec 
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1) K. Ahlborg u. K. Myrbéck, diese Zeitschr. 297, 172, 1938. 
2) K. Myrbaéck u. K. Ahlborg, Svensk kemisk tidskr. 49, 216, 1937. 
3) K. H. Meyer u. Mitarbeiter, Helv. chim. acta 28, 845, 1940. — 4) K. Myr- 
back, J. prakt. Chem. 162, 29, 1943. — 5) H. Staudinger u. E. Huse- 
mann, Liebigs Ann. 527, 195, 1937; Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 71, 1057, 
1938. — 6) K. H. Meyer u. Mitarbeiter, Naturwiss. 28, 397, 1940; Helv. 
chim. acta 28, 845, 1465, 1940. — 7) B. Ortenblad u. K. Myrbick, diese 
Zeitschr. 807, 123, 1941. — 8) K. Myrbéck, B. Ortenblad u. K. Ahlborg. 
ebenda 307, 49, 1940. 





hor 
S ja 
hor- 
afiir 
hos- 
ben. 
ren, 
Hert 


bmec 


be- 


Uber den Chemismus der Huminsiiurebildung 
unter physiologischen Bedingungen’. 
IV. Mitteilung: 


Die Rolle der Mikroorganismen bei den Humifizierungsvorgingen. 


Von 
Curt Enders. 


(Aus dem Laboratorium fiir angewandte Chemie der Technischen Hochschule 


und aus der wissenschaftlichen Station fiir Brauerei, Mimchen.) 


(Eingegangen am 5. Marz 1943.) 


Ubersicht, 
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A, 


Beruht die mikrobielle Huminsdurebildung auf der Tatigkeit bestimmter 


1. Untersuchung mit natiirlichen Mikroorganismengemischen. a) Aus 
Erde, Faulschlamm und Mist. b) Aus dem Zerfallsprodukt von ,,Coprinus 
atramentarius‘. — 2. Untersuchungen mit Reinkulturen von Pilzen. 


. Beweise fiir das intermedidre Auftreten von Methylglyoxal bei der mikro- 


biellen Huminsdurebildung 

a) Vorkommen von Methylglyoxal in humifizierendem Material. b) Di- 
rekter Nachweis von Methylglyoxal und Ausbleiben der Braunfairbung 
in glykokolifreier Nahrlésung. c) Direkter Nachweis von Methylglyoxal 
in Kulturfliissigkeiten durch Wasserdampfdestillation. d) Abhangigkeit 
der mikrobiellen Huminsaurebildung vom Glykokollgehalt der Nahr- 
lésung. Unterscheidung des Methylglyoxalmelanoidins von anderen 
Melanoidinen. e) Ausbleiben der Huminsaurebildung in Gegenwart von 
‘ Abfangreagentien. 


. Wie kommt die Methylglyoxalbildung durch Mikroorganismen zustande ? 


D. 


1. Allgemeines. — 2. Beruht die mikrobieile Methylglyoxalbildung auf 
Cozymasemange! der Zellen im Sinne Newbergs? a) Versuche mit Hefe- 
kochsaft. b) Versuche mit Mg**-, Mn**-, NHj{- und Na*-Ionen. c) Ver- 
suche mit Monojodacetat. — 3) Beeinflussung von Lebenszustand der 
Zelle und Methylglyoxal- bzw. Huminsaurebildung durch Hefegifte. 
a) Zeitliche Abhangigkeit des Lebenszustandes der Hefe von der Toluol- 
zugabe. b) Versuche mit verschiedenen Toluolkonzentrationen. c) Ver- 
suche mit Glucose an Stelle von Hexosediphosphat. d) Versuche mit 
verschiedenen Hefegiften. e) Versuche mit Aspergillus niger. — 4. Beein- 


flussung von Lebenszustand der Zelle und Methylglyoxal- bzw. Humin- 


saurebildung durch Temperatur. 


Folgerungen und Erklarungen auf Grund der Erkenntnisse, daB die Humin- 
sdurebildung durch autolysierte Mikroorganismen erfolgt ............. 


Zusammenfassung 


1 Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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Entsprechend der bis in die jiingste Zeit bestehenden Unsicherhei: 
in der Kenntnis tiber die chemischen Vorgiinge, die zur Bildung de: 
Humusstoffe! unter physiologischen Bedingungen fiihren, hat man noc! 
keine klare Vorstellung, welcher Art die Beteiligung der Mikroorganisme: 
bei den Humifizierungsvorgiingen ist, obwohl nach den Erfahrungen 
der praktischen Landwirtschaft und mannigfachen diesbeziiglichen 
wissenschaftlichen Arbeiten kein Zweifel dariiber besteht, daB den 
Mikroben tatsichlich eine maBgebliche Bedeutung fiir die Humus- 
bildung zukommt. Nachdem in den vorhergegangenen Mitteilungen (1) 
gezeigt wurde, daB bei der Bildung echter Huminsiuren unter physio- 
logischen Bedingungen dem Methylglyoxal, als dessen Muttersubstanz 
offenbar die Cellulose angesehen werden muB, eine zentrale Bedeutung 
zukommt, beschranken wir uns ausschlieBlich auf die Frage, welche 
Rolle die Mikroben bei der Humifizierung der Cellulose, Hemicellulosen 
und ihnen verwandten Kohlenhydraten spielen?. 


Da sich gezeigt hat, daB die Bildung der echten Huminsiuren ein 
durch Aminoverbindungen unter physiologischen Bedingungen er- 
méglichter Kondensationsproze8 von Methylglyoxal ist, darf man wohl 
mit Sicherheit annehmen, daB die Vorstellungen von Waksman (2), 
nach denen die Mikroorganismen durch eine postmortale Humifizierung 
ihrer mehr oder minder hochmolekularen Leibessubstanz zur Humus- 
bildung AnlaB geben; der tatsichlichen Bedeutung der Kleinlebewesen 
fiir die Humusbildung im Boden, Mist, Keompost usw. nicht gerecht 
werden. Es mu8 die Tatigkeit der Mikroben vielmehr darin bestehen, 
daB sie die aus den abgestorbenen Pflanzen und auch Tieren stammenden 
hochmolekularen Kohlenhydrate und EiweiB®kérper fermentativ zu 
den nach unserer jetzigen Kenntnis allein zur Huminsiurebildung 
befiihigten, niedermolekularen Stoffen, nimlich Methylglyoxal und 
Aminosiuren, abbauen und damit die Voraussetzung schaffen, dat 
diese Kérper gemi8 den friiheren Mitteilungen in einer — nach jetziger 
Kenntnis — nicht enzymatischen Reaktion, ihnlich einem Verharzungs- 
proze8 unter fortschreitender MolekiilvergréBerung, zu echten Humin- 
siiuren aufgebaut werden. 


1 Zur Vermeidung von Mifverstandnissen sei ausdriicklich darauf hin- 
gewiesen, daB wir unter der Bezeichnung Humusstoffe nur die echten, elektro- 
lytfaillbaren Huminsaéuren verstehen, die nach jetziger Ansicht in Form ihrer 
Kalk- bzw. Schwermetallsalze, sowie deren Adsorptionskomplexe, insbesondere 
mit Silikaten, den charakteristischen Anteil des ,, Dauerhumus“ (Scheffer) bilden. 
— ® Inwieweit bei der fiir die Humusbildung zweifellos neben dem hier be- 
handelten Huminsaurebildungsmechanismus bedeutsamen, insbesondere oxy- 
dativen Umwandlung von Lignin und Gerbstoffen, mikrobielle Einfliisse mit- 
wirken, wird in diesem Zusammenhang nicht berihrt. 
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A, Beruht die mikrobielle Huminsiiurebildung auf der Titigkeit 
bestimmter Mikroorganismen? 


Aus der verwirrend groBen einschligigen Literatur (3) ist trotz 
der auBerordentlichen Uneinheitlichkeit und Unsicherheit in den Vor- 
stellungen iiber die Art und Weise, wie die Mikroben zur Humifizierung 
beitragen, unausgesprochen die Ansicht zu entnehmen, daB spezifische 
Mikroorganismen fiir die Humusbildung verantwortlich sind. 


Dementsprechend wurden zunichst Untersuchungen mit dem Ziel 
der Auffindung solcher spezifisch humifizierender Mikroben durch- 
gefiihrt. Damit sollte entschieden werden, ob die Fragestellung, ,,welche 
Mikroorganismen des Bodens tragen zur Humusbildung bei ?*‘, zu Recht 
besteht, oder ob es richtiger wiire zu fragen, ,,unter welchen Bedingungen 
tragen die Mikroorganismen zur Humusbildung bei ¢ 


Um zu erkennen, ob ein Mikroorganismus zur Huminsiurebildung 
befihigt ist, wurde die Ziichtung in Glucose-Glykokoll-Nihrlésungen 
durehgefiihrt, da diese die fiir die Melanoidinreaktion notwendigen 
Voraussetzungen bieten. Die Bildung der Huminsiuren aus ihren 
Reaktionskomponenten geht, wie in der IIL. Mitteilung dieser Reihe 
gezeigt, in wisseriger Phase vor sich. Fiir die Richtigkeit dieser Vor- 
stellung spricht das Auftreten wasserléslicher Huminsiiuren iiberall da, 
wo Humifizierung stattfindet (Erde, Mist u. i.), sowie die Tatsache, 
daB man sowohl die urspriinglich nicht durch Elektrolyte fillbaren 
wasserléslichen, natiirlichen, als auch unter natiirlichen Bedingungen 
hergestellten kiinstlichen Huminsiuren aus Methylglyoxal und Amino- 
siuren schon bei 20°C in elektrolytfillbare, echte Huminsiuren tiber- 
fiihren kann. Demnach mu8 als Kriterium der Huminsiurebildung 
durch Mikroorganismen zunichst eine wasserlésliche Huminsiure- 
vorstufe in der Kulturfliissigkeit auftreten, die sich durch eine Gelb- 
farbung zu erkennen gibt, die unter zunehmender Farbvertiefung in 
eine dunkelbraune Firbung iibergeht. Eine iiber Gelb zu Braun fiihrende 
Verfirbung der beimpften Lésung zeigt an, ob der Mikroorganismus 
nicht nur, wie dies beim normalen Stoffwechselgeschehen der Fall ist, 
den Zucker unter gleichzeitiger Bildung von CO,, Saiuren u. a. mehr 
oder weniger bekannten Stoffwechselprodukten als Nahrungsquelle 
verwertet, sondern ob das fiir die Huminsiurebildung notwendige 
Methylglyoxal gebildet wird. Obwohl anzunehmen ist, da der mikro- 
bielle Abbau der hochpolymeren Kohlenhydrate in erster Phase stets 
in einer durch Mikrobenfermente bewirkten sukzessiven hydrolytischen 
Aufspaltung zu ihren einfachsten Bausteinen, den Zuckern, erfolgt, 
soll durch die Wahl der von uns verwendeten Glucose-Glykokollésung 
als ,,Humifizierungstest“‘ nicht ausgeschlossen sein, da unter Um- 
stiinden die Bildung von zur Huminsiiurebildung befihigten Triosen 
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bzw. Methylglyoxal auch bei einer anders ablaufenden ,,direkten 
Vergiirung von hochpolymeren Kohlenhydraten méglich ist. 

Obschon durch die Wahl der Glucose-Glykokoll-Nahrlésung, mit 
der iibrigens schon von Liesche (4) einige orientierende Versuche iibe: 
die Beteiligung von Mikroorganismen am Zustandekommen der ,, Mai/- 
lardschen Reaktion“ durchgefiihrt wurden, die Gefahr gegeben ist, 
daB dadurch vielleicht fiir an und fiir sich spezifische, humifizierende 
Mikroben nicht alle fiir diesen Effekt notwendigen Voraussetzungen. 
wie sie méglicherweise im natiirlichen Substrat vorliegen, gegeben sind. 
erscheint sie uns insofern berechtigt, als sich in Ubereinstimmung mit 
den von Liesche gemachten Feststellungen in einer Reihe von Versuchen 
ergab, daB in der Tat die erwartete Gelb- bzw. Braunfarbung der ver- 
schieden beimpften Nihrlésungen auftrat. Bis zu einem gewissen 
irade ist durch die Wahl der Glucose-Glykokoll-Nahrlésung die Méglich- 
keit ausgeschlossen, daB der Eintritt des Humifizierungseffektes gemiil3 
unseren Vorstellungen durch irgendwelche anderen Verfirbungen, die 
z. B. von Gerbstoffen oder Tyrosin oder noch unbekannten Substanzen 
ausgehen und rein oxydativ oder woméglich enzymatisch, z. B. unter 
Beteiligung von Schwermetallspuren, wie Kupfer, vor sich gehen, 
vorgetiiuscht wird, und die man solange nicht als Huminsauren an- 
sprechen sollte, ehe ihre Huminsiurenatur tatsiichlich bewiesen ist. 
Wie sich spiiter gezeigt hat, gilt diese Einschrinkung auch fiir die groBe 
Zahl von dunklen Verfarbungen, die den Mikroorganismenleibern an- 
haften, aber nicht in Lésung gehen. Um sicher zu gehen, daB es sich 
bei der nach unserer Auffassung fiir die Humifizierung von Kohlen- 
hydraten allein charakteristischen Gelb- bzw. Braunfarbung der Kultur- 
fliissigkeit tatsichlich immer um Huminséuren handelt, wurden die 
Firbungen jeweils mit den allerdings nur spirlichen und keinesfalls 
befriedigend spezifischen Reaktionen auf geringe Huminsiurekonzentra- 
tionen in wiisseriger Phase gepriift, nimlich: 

1. Farbvertiefung durch Natronlauge, Riickbildung der urspriinglichen 

Farbtiefe durch Ansauern. 

2. Kochbestandigkeit gegen Alkali. 

3. Unléslichkeit in Ather. 

Die endgiiltige Entscheidung iiber die Huminsaurenatur der 
jeweils gebildeten braunen Verfirbungen kann natiirlich erst vor- 
genommen werden, wenn es gelingt, durch Massenziichtung soviel der 
gefiirbten Kulturfliissigkeit zu erhalten, daB die fiir die Verfarbung 
verantwortliche Substanz isoliert, gereinigt und chemisch identifiziert 
werden kann. 

DaB tatsjichlich in den braunverfirbten Kulturfliissigkeiten echte 
Huminsiuren enthalten sind, konnte dadurch nachgewiesen werden, 
‘daB die Kulturflissigkeit von Hefeversuchen (s. spiiter) durch wieder- 
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holtes Eindunsten bei gewéhnlicher Temperatur bzw. bei Sonnen- 
bestrahlung nach etwa 6 Monaten, nach vorangegangener griindlicher 
Dialyse, eine durch Ferrichlorid, Kupfersulfat und Chlorwasser, jedoch 
nicht durch Salzsaure fillbare braune Flockung ergab (1). 


Die in den folgend beschriebenen Versuchen aufgetretenen Braun- 
firbungen der Kulturfliissigkeiten zeigten mit wenigen Ausnahmen, die 
eigens erwihnt sind, durchweg die Huminsiurereaktionen. Die ver- 
wendete Nihrlésung hatte — wenn nicht anders bemerkt folgende 
Zusammensetzung : ‘6 

g im Liter Miinchener Leitungswasser 
Glykokoll 2- Bw» 9 
Dikaliumphosphat ... 
Magnesiumsulfat 
Eisensulfat 

Durch Ziichtung in dieser Nihrlésung wurden folgende natiirliche 
Mikroorganismengemische und Reinkulturen auf ihr Huminsiure- 
bildungsvermégen untersucht. 


1. Untersuchungen mit natiirlichen Mikroorganismengemischen. 


oa 


In je 10cem der Nahrlésung wurde in Reagensréhrchen je eine 
Spur (,,Ose“) eines Gemisches von Erde, Faulschlamm und Mist ein- 
geimpft. Die Réhrchen wurden bei Zimmertemperatur aufgestellt. 
Nach 3 Tagen zeigte sich Pilzbildung und nach 5 Tagen war bereits 
bei einigen Kulturen Braunfiirbung der Nahrlésung unter dem Pilz- 
rasen zu bemerken. Der Farbstoff diffundierte allmiahlich aus den 
intensiv braun gefiirbten Zonen unter dem Pilzrasen, so daB nach 
3 Wochen die ganze Nihrlésung braun gefirbt war. Dieser Effekt war 
noch in der zweiten Passage reproduzierbar, in der dritten blieb er aus. 
Da als Ursache dieser Huminsiiurebildung spezifische humifizierende 
Mikroorganismen angenommen wurden, wurde versucht, solche aus 
den braun gefirbten Kulturfliissigkeiten auf fiir Humifizierung geeig- 
neten Nihrbéden zu isolieren. 

Nahrbéden: 1. 20 g Agar-Agar 

100 g Glucose 
25 g Glykokoll 
0,6 g MgSO, 
0,6 g K,HPO, 
0,05 g FeSO, 

2. 20 g Agar-Agar 

50 = g Methylglyoxal 
12. g Glykokoll im Liter, mit NaOH auf pq 7 
0,6 g MgSO, vorsichtig neutralisiert. 

0,6 g K,HPO, 
0,05 g FeSO, 


im Liter, py = 7. 





264 C. Enders: 


Nach 11 Tagen zeigte die mit einer Spur der braunen Kultur 
beimpfte Methylglyoxal-Agarplatte gutes Wachstum eines  griiney 
Schimmelpilzes unter Braunfairbung des Naihrbodens. Auf der Glucose- 
Agarplatte wurde auch nach liingerem Stehen keine Farbung beobachtet. 
Es gelang nicht, mit Hilfe von Methylglyoxal-Agarplatten zu ,,humi- 
fizierenden® Reinkulturen zu kommen, da die Farbbildung in der 
dritten Passage ausblieb. Die beobachtete Verfiirbung der Methy)- 
glyoxal-Agarplatte beruht womdglich auf einer leider nicht erfaBte» 
pu-Verschiebung ins Alkalische. Auch mit Hilfe von Gipsblockkulturen 
gelang es nicht, humifizierende Reinkulturen zu ziichten. 


In weiteren Versuchen wurden je 4g Cellulosepulver und 1 y» 
Glykokoll in 20cem anorganischer Nihrlésung mit einer geringen 
Menge einer Aufsechwemmung von Erde, Mist und Faulschlamm beimptft. 
Nach 3 Tagen zeigte sich eine schwache Gelbfirbung, die sich im Verlauf 
von 3 Wochen — wihrend denen ein starker Pilzrasen auf der Nahr- 
lésung wuchs — zu einer besonders unmittelbar in der Zone unter dem 
Pilzrasen intensiv dunkelbraunen Farbung vertiefte. In den unbeimpften 
sowie’ in den in gleicher Weise angesetzten, aber durch Toluolzusatz 
sterilisierten Vergleichsversuchen zeigte sich nach dieser Zeit keine Ver- 
firbung. Die mikrobielle Bildung wasserléslicher Huminsiuren ist also 
in der angestellten Versuchsanordnung nach diesem Versuch in Uber- 
einstimmung mit den oben gemachten Ausfiihrungen auch mit Cellulose 
als Kohlenhydratkomponente méglich. Eine Weiterziichtung der sich 
auf Cellulose gebildeten Flora brachte ebenfalls kein Ergebnis. Wahrend 
die urspriinglich beobachtete, kurz nach dem Uberimpfen eintretende 
Braunfirbung also durch wiederholtes Uberimpfen verloren ging. 
zeigten alte, mehrere Wochen aufbewahrte Kulturen wieder Verfarbung. 
In der Kulturfliissigkeit waren Bacterientriibungen und kleine Pilz- 
polster an der Oberfliche zu bemerken. 


b) Der Hutpilz ,,Coprinus atramentarius‘‘! fallt im Herbst zu 
einer jauchigen, dunkelbraunen Masse zusammen, in der schon Bra- 
connot (5) Humussubstanzen vermutete und die neuerdings Simon (6) 
als huminsiurehaltig erkannte. Der rasche Zerfall des Pilzes beruht 
offenbar auf einer mikrobiellen Zersetzung, da in der braunen Masse 
eine reiche Mikrobenflora sofort nach dem Zerfall beobachtet werden 
kann. Coprinus atramentarius erschien deshalb als Ausgangsmateri:| 
zur Isolierung woméglich existierender spezifisch humifizierender Mikro- 
organismen besonders geeignet. 


1 Herrn Dr. Bucherer sei an dieser Stelle fiir die Beschaffung des Coprinu- 
Materials sowie seine Beihiife an den mikroskopischen Untersuchungen und de: 
Durchfiihrung der Reinziichtungsversuche bestens gedankt. 
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Uberimpfungen von Spuren des Zerfallsproduktes in die anfangs 
erwihnte Nahrlésung mit Glucose-Glykokoll zeigten im ersten Versuchs- 
ansatz nur in einer von vier Parallelkulturen nach 18 Tagen Braun- 
farbung. Von dieser Kultur wurden in einer zweiten folgenden Versuchs- 
serie in vier von acht Ansitzen nach 6 Tagen eine gelbrote Firbung 
beobachtet, die weiterhin rasch an Farbintensitaét zunahm. In den 
iibrigen vier Ansatzen trat die entsprechend verlaufende Farbung erst 
nach 12 Tagen auf. 


Aus einer stark gebriiunten Kultur dieser zweiten Passage wurden 
am 12. Versuchstag zehn weitere Kolben beimpft. Sie begannen sich 
ohne Ausnahme am 8. Tag gelbrot zu firben. Nach dreiwéchigem 
Stehen waren sie alle dunkel rotbraun gefirbt. Bei dieser dritten 
Passage der Mischflora aus Coprinus atramentarius fiel das py der 
Kulturfliissigkeit von etwa 8 zu Beginn des Versuchs im Laufe 
der 14 Tage, in denen sich die starke Fiarbung ausbildete, auf 3,7; 
im Verlauf der folgenden 14 Tage stellte sich wieder neutrale Reak- 
tion ein. 


Die mikroskopische Untersuchung dieser Kulturen ergab folgendes Bild: 
Uberwiegend kleine und groBe Gram-negative Stabchen, groBe Gram-positive 
Stabchen mit mittelstandigen Sporen, Ovalformen, Kokken und Sarcinen. Von 
Passage zu Passage zunehmend war kraftiges Wachstum von Schimmelpilzen 
zu beobachten. 


Um zu kliaren, ob fiir die Humifizierung bestimmte spezifische 
Mikroorganismen verantwortlich sind, wurde versucht, auch aus dieser 
mannigfaltigen Mischflora humifizierende Reinkulturen zu _isolieren. 
Von 20 Bacterien- und 6 Pilzstimmen, die tiber Glucose-Glykokoll- 
Agarplatten in zeitraubender Arbeit geziichtet wurden, zeigte keiner 
die bei der Mischflora beobachtete Fihigkeit, in Glucose-Glykokoll- 
Naihrlésung Huminsiuren zu bilden. 


Uberraschenderweise schlugen — abgesehen von einigen schwachen 
Effekten —, trotz Variationen der Zusammensetzung der Nahrlésung 
im Verhiltnis Glucose : Glykokoll, alle weiteren zahlreichen Versuche, 
die sich tiber 1 Jahr erstreckten, das in den drei ersten Versuchsreihen 
beobachtete Huminsiurebildungsvermégen der Mischflora aus Coprinus 
atramentarius in folgenden Passagen kurz nach Beimpfung nach- 
zuweisen, fehl. Dagegen zeigte sich, daB die Braunfiirbung derselben 
nicht umgeimpften Kulturen nach lingerer Zeit, etwa nach 4 bis 
8 Wochen, mit geringen Ausnahmen, wieder auftrat. 


Vergleichende Untersuchungen verschiedener aus dem Zerfalls- 
produkt von Coprinus atramentarius erhaltener Mischfloren gefarbter 
und ungefiirbter Parallelkulturen gaben folgendes Bild: 
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Braune Kultur. Ungefarbte Kultur. 


. Aspergillus Randkolonien mit acht- Hell gelbbraun: Penicillium und groB.- 
eckigen Kristallen, schwarzbraune  zellige Hefe. Oxalatkristalle, Lésung 
Conidien, weiBlicher Rasen, wahr-  triib. 
scheinlich Aspergillus niger. Ver- Ungefarbt: Penicilliumdecke mit ge. 
trocknete Penicilliumkolonien, keine hemmter Conidienbildung. Andere: 
Hefe, kein Bodensatz. Pilz mit viel staérkerem Mycel, auf 
fallend viel blasse, aufgeschwollene 
Zellen bis 45 u, wahrscheinlich Peni- 
cillium. 
2. Penicilliumdecke, kein Bodensatz. Penicilliumdecke, iippige Conidien- 
bildung, kein Bodensatz. 
. Peniciiliumdecke, tippige Conidien- Hellgelb: Penicilliumdecke, wenig Co- 
bildung, kein Bodensatz. nidien, kein Bodensatz. 


Die Floren zeigten also in gefairbten und ungefirbten Medien 
keinen feststellbaren Unterschied. Die braunen Kulturfliissigkeiten 
waren jeweils klar. 

Sowohl die mit Mikroorganismengemischen aus Mist, Erde und 
Faulschlamm als auch die mit dem Zerfallsprodukt von Coprinus 
beimpften Kulturfliissigkeiten zeigten nach Eintritt von Braunfirbung 
pu-Werte zwischen 7 und 8. Die entsprechenden ungefirbten Kultur. 
fliissigkeiten reagierten meist sauer, aber auch neutral und schwach 
alkalisch. Bei einigen sehr schwach gefirbten Kulturfliissigkeiten 
konnte durch starkes Alkalisieren im Laufe von einigen Stunden tiefe 
Braunfarbung erzielt werden. Dieses entspriche vielleicht einer zwar 
mikrobiell stattgefundenen Methylglyoxalbildung, die aber entsprechend 
den gebildeten geringen Methylglyoxalmengen des _ ungiinstigen 
pu-Wertes wegen (7) nicht zur Huminsiurebildung fiihrt. In einigen 
Fallen verschwand eine anfinglich beobachtete Braunfarbung in der 
Kulturfliissigkeit zugleich mit einer mikrobiell bewirkten px-Ernie- 
drigung. Auf Zusatz von Alkali trat sie wieder auf. Diese Befunde 
sprechen dafiir, daB die pu-Werte im allgemeinen und die in der Wasser- 
stoffionenkonzentration beim Mikrobenwachstum auftretenden Ver- 
iinderungen im besonderen woméglich von ausschlaggebender Bedeutung 
fiir das Huminsiurebildungsvermégen sind und daB ihre nicht geniigende 
Beriicksichtigung vielleicht die Ursache ist, daB durch die angestellten 
Versuchsreihen vorliufig noch keine befriedigende Klarung iiber die 
Ursache der mikrobiell ausgelésten Huminsiurebildung  erbracht 
werden konnte. 

Die Versuche mit den Mikroorganismengemischen sowohl aus Erde. 
Mist und Faulschlamm als auch aus dem Zerfallsprodukt des Coprinus 
atramentarius lassen jedoch erkennen, daB die entsprechend den obigen 
Ausfiihrungen vermutete Huminsiurebildung in Kulturfliissigkeiten 
tatsichlich zu beobachten ist. Die Tatsache, daB die durch Mikro- 
organismen ausgeléste Huminsiurebildung nach héchstens dreimaligem 
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Weiterimpfen derselben aufhért, kénnte nun darauf beruhen, daB zur 
Humifizierung nicht nur bestimmte einzelne Mikroorganismen, sondern 
ganze Mikrobensysteme notwendig sind, die durch die wiederholten 
Passagen aus der zur Humifizierung erforderlichen Abgestimmtheit 
durch die Ausschaltung eines oder einiger der unentbehrlichen Mikroben 
aus der Mischflora gelést werden. Dieser Vermutung steht jedoch die 
merkwiirdige Beobachtung gegeniiber, daB die Braunfiirbung sowohl 
bei den Versuchen mit den Mikroorganismengemischen aus Erde. Mist 
und Faulschlamm, als auch aus dem Zerfallsprodukt aus Coprinus 
atramentarius unmittelbar nach dem Uberimpfen in der Nihrlésung 
und nachdem sie nach einigen Passagen in der iippigen Nahrlésung 
nicht auftritt, sich nach langer Aufbewahrung in den dann gealterten 
Kulturen wieder zeigt. Dieses deutet eher darauf hin, daB das .,Humin- 
siurebildungsvermégen** dann besteht, wenn die Mikroorganismen in 
ungiinstige Lebensbedingungen bzw. aus denselben kommen. Im Falle 
der Uberimpfung aus dem mikroorganismenreichen Ausgangsmaterial, wie 
Mist oder dem Coprinuszerfallsprodukt, sind sie offenbar durch ihren 
vorherigen Aufenthalt in diesem, sei es durch Sauerstoffmangel oder 
sonstige ungiinstige Einfliisse, fiir sie ungiinstig gewordenen Lebensraum 
so geschwiicht, daB sie zur Huminsiurebildung auch noch in der zweiten 
und dritten Passage AnlaB geben. Erst nach mehrmaliger Passage 
sind diese geschwiichten Mikroorganismen soweit verschwunden bzw. 
die folgende Generation wieder soweit gesundet, daB das, so betrachtet, 
pathogene Huminsiurebildungsvermégen verloren geht. Entsprechend 
dieser Vorstellung tritt die Braunfiirbung der Kulturfliissigkeit wieder 
auf, wenn die Mikroben in den gealterten Kulturen, sei es durch Nihr- 
stoff- oder Sauerstoffmangel, in wiederum ungiinstige Lebensbedingungen 
kommen. Diese auf Grund der keineswegs eindeutigen Ergebnisse der 
obigen Versuche vorerst lediglich als Vermutung ausgesprochene Vor- 
stellung iiber die Ursache der mikrobiell ausgelésten Huminsiure- 
bildung 1aBt die Beantwortung der Frage, ob generell alle oder nur 
bestimmte, vielleicht besonders empfindliche Mikroorganismen in 
ungiinstigen Lebensbedingungen zur Huminsiiurebildung AnlaB geben, 
noch offen. Die gefundenen Ergebnisse sprechen aber mit Sicherheit 
dafiir, daB die Huminsiurebildung keinesfalls auf die Lebenstiitigkeit 
normal wachsender, spezifischer Mikroben unter fiir sie giinstigen 
Verhaltnissen zuriickgefiihrt werden kann. 


Zur weiteren Klirung wurden 


2. Untersuchungen mit Reinkulturen von Pilzen 


durchgefiihrt, denen in der Literatur eine Bedeutung fiir die Humus- 


bildung zugeschrieben wird. Da die Humusbildung mit der Cellulose- 


zersetzung in Zusammenhang gebracht wird, erschien es angebracht, 
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auch einige typische Cellulosezersetzer mit zu priifen. Ehe diese Rein. 
kulturen auf ihr Vermégen in der Glucose-Glykokoll-Nahrlésung 
Huminsauren zu bilden, untersucht wurden, wurden sie auf den Niihr- 
béden kultiviert, auf denen sie nach den Literaturangaben ,,Humus* 
bilden bzw. Cellulose zersetzen. 

Die Kultivierung erfolgte in sterilen Petri-Schalen auf FlieBpapier 
das zum Teil auf Gipsblécken aufgelegt war und mit rein anorganische: 
Nahrlésung, mit Ammonnitrat als Stickstoffquelle getrankt war. 

Zur Untersuchung gelangten Reinstiimme, die gréBtenteils von 
Zentralbiiro fiir Schimmelkulturen in Baarn bezogen wurden. (Siehe 
Tabelle I.) 


Aus Tabelle I ist zu entnehmen, daB das Wachstum nach Wochen 
durchweg gut war. Die gebildeten dunklen, nur in wenigen Fiillen 
huminsiureihnlichen Verfirbungen waren fast ausschlieBlich in den 
Mvcelien verankert. Auch nach Zerstérung derselben konnten sie nicht 
mit Alkaliin Lésung gebracht werden. Dieses gilt auch fiir den schwarzen 
Farbstoff des Mycels von Alternaria humicola. Es kann also mit Sicher- 


Tabelle I. 





Stamm —— Mycel — Fiirbung 
2—4Wochen bzw. Conidien des Nihrbodens 

PUR oe Sx sivas bales ee one gut weiBes Myc. - 
Cladosporium herbariorum ......... gut griine Con. schwarz 
Aspergillus Wentii................. gut weiBes Myc., 

gelbgriine Con. 
Asperiillus Oryeee ses i es gut weiBes Myc., 

graugriine Con. 
Aspergillus fumigatus Fres. ........ gut blaugriine Con. 
Actinomyces melanosporus ......... schwach orange Myc. — 
Actinomyces griseus ............... schwach | hellgriines Myc. sehr schwach 

schwarz 

Actinomyces roseus................ Infektion - 
Trichoderma lignorum ............. gut griine Con. 
Penicillium claviforme ............. gut weiBes Myc., - 

griine Con. 
Penicillium luteum Zuckal ......... gut weiBes Myc. orange 

Infektion 

Aspergillus flavus Link ............ gut gelbgriine Con. - 
Penicillium stoloniferum Thom ..... gut braungriine Con. —rotbraun 
Penicillium pinophilum Thom ...... gut weiBes Myc., 

graugriine Con. rot 
Penicillium rigulosum ............. gut weiBes Myc. schwach rot 
Penicillium africanum ............. gut weiBes Myc., 

griine Con. ? 
Aspergillus niger v. Tieghem ....... gut weiBes Myc., 

schwarze Con. — 
BOUryGs GUNTER 6. ie ee ieee gut weiBes Myc. schwarz 
Epicoccum purpurascens ........... gut weiBes Myc. dunkel rot- 


schwarze Con. braun 
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Tabelle I (Fortsetzung). 





Stamm 


Chaetomium globosum ............ 
Trichoderma Koningi.............. 
Merulius domesticus Falek ......... 
Verticillium albo-atrum R. et Berth 
Aspergillus terreus Thom........... 
Aspergillus nidulans ............... 
Sporotrichum bombycinum ........ 
Trichothecium roseum ...........-- 
Actinomyces cellulosae 
Physalospora cydoniae 
Aspergillus clavatus 
Sordaria papyricola 


Aspergillus cellulosae 


Chaetomella horrida ............... 


Synsporium biguttatum ........... 
Sporotrichum roseolum ............ 
Stysanus medius .................. 


Actinomyces diastaticus............ 
Blastotrichuin puccinioides 
Alternaria humicola 


Sclerotinia sclerotiorum Whetzel.... 
Pilz aus ,,Coprinus**-Kultur isoliert. . 


Wachstum 
nach 
2—4Wochen 


gut 


gut 
gut 
gut 
gut 
gut 
gut 
gut 
gut 
gut 
gut 
gut 


gut 
gut 
gut 
gut 
gut 
gut 
gut 


gut 


gut 
gut 


Mycel 
bzw. Conidien 


Farbung 
des Nahrbodens 


weibes Myc.. 
griingelbe Con. 
blaugriine Con. 
weiBgelbes Myc. 
weiBes Myc. 
braune Con. 
weiBes Myc. 
weiBgelbes Myc. 
rosa Myc. 
weiBes Myc. 
weiBes Myc. 
weiBes Myc. 
schwarzes Myc. 


orange 
braunviolett 


schwarz 
braun 
braune Ver- 
farbung der 
Cellulose 
weibes Mye., 
dunkelgriine Con. 
weiBes Myc., 


schwarze Con. rotbraun 


schwarze Con. violett 
weiBes Myc. 
braunschwarze — braun- 


schwarz 
braun ? 


Con. 
weiBes Myc. 
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heit angenommen werden, daf die gefirbten Mycelien fiir die Humin- 
siurebildung im Boden nicht verantwortlich sind. 


Die durch kriftige Farbstoffproduktion ausgezeichneten Stiimme: 


Alternaria humicola, Aspergillus niger, Physalospora cydoniae, Clado- 


sporium herbarium, Stysanus medius, Epicoccum purpurascens sowie 


drei von uns aus Mist, einer braunen Coprinuskultur und von feuchter 
Zellstoffwatte isolierte Pilze wurden auf ihr Farbstoffbildungsvermégen 
in Glucose-Glykokollésung gepriift. Sie zeigten nach 5 Wochen in der 


Nahrlésung gutes Wachstum, firbten jedoch nur in einigen Fillen die 


Nahrlésung schwach gelbbraun. 


Die mehrere Monate alten Kulturen 
wiesen in einigen Fillen Braunfirbung auf. 


Die Ergebnisse der mit 


den insbesondere als Cellulosezehrern beschriebenen Pilzstiimmen durch- 


gefiihrten Untersuchungen decken sich im wesentlichen mit denen, die 


mit den Mischkulturen erhalten wurden: die auf einem entsprechenden 
Nihrboden gut gedeihenden Pilze zeigen keine Humifizierung. Erst in 
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den gealterten Kulturen konnte schwache Braunfirbung beobachtet 
werden. Daf den celluloseabbauenden Pilzen, insbesondere auch den 
Actinomyceten, eine Bedeutung fiir die natiirliche Humusbildung 
zugeschrieben wird, hingt wohl damit zusammen, daB diese Organismen, 
die — nach unserer Vorstellung — notwendige Voraussetzung fiir die 
Huminsiurebildung, niimlich die Aufspaltung der Cellulose zu Zucke: 
in hinreichendem Ma8e durchfiihren kénnen und somit die Voraus- 
setzung dafiir schaffen, daB sie Methylglyoxal- bzw. Huminsiiurebildung 
dann veranlassen, wenn sie unter ungiinstige Lebensbedingungen 
geraten. Es wiire leicht denkbar, da andere Mikroben deshalb weniger 
gut ,,humifizieren‘‘, auch wenn sie entsprechend den _ ungiinstigen 
Umweltseinfliissen zur Methylglyoxalbildung befihigt wiiren, weil ihnen 
mangels ihrer Fahigkeit, Cellulose zu hydrolysieren, der Ausgangsstoff, 
die Glucose, fehlt. 


B. Beweise fiir das intermediire Auftreten von Methylglyoxal 
hei der mikrobiellen Huminsiurebildung, 


Wenn die Rolle der Mikroorganismen bei der natiirlichen Humin- 
siurebildung tatsichlich darin besteht, daB sie die Kohlenhydrate 
letzten Endes bis zu Methylglyoxal aufspalten, das dann gemiB dem 
in vitro ohne Mikroorganismen studierten Reaktionsverlauf durch die 
in der Nihrlésung vorhandene Aminosiure zu Huminsiure verharzt, 
dann muB der direkte oder indirekte Nachweis des intermediir ge- 
bildeten Methylglyoxals in der Kulturfliissigkeit ebenso médglich sein 
wie es gelang (8), das Methylglyoxal als Zwischenprodukt der Mela- 
noidin- und Karamelreaktion zu erkennen. 

a) Der Nachweis von Methylglyoxal in natiirlichem humifizierendem 
Material wie Waldboden, Gartenerde, Komposterde und Ackererde 
wurde bereits durch Enders und Sigurdsson erbracht (9). 

b) Um die bei Gegenwart von Glykokoll stattfindende Verharzung 
des mikrobiell gebildeten Methylglyoxals zu Huminsiiuren zu vermeiden, 
wurden neben Glucose-Glykokoll-Nihrlésungen der oben angegebenen 
Zusammensetzung solche verwendet, bei denen an Stelle von Glykokoll 
Natriumnitrat als einzige Stickstoffquelle gegeben wurde. Beimpft 
wurde mit dem Zerfallsprodukt des Coprinus atramentarius. Wahrend 
in den mit Glucose und Glykokoll bei 20°C kultivierten Ansitzen 
nach 6 bis 12 Tagen die charakteristische dunkelbraune Verfiairbung 
auftrat, unterblieb sie in den mit Glucose und Natriumnitrat gezogenen 
Kulturen. In den von den Mikroorganismen befreiten ungefirbten 
Kulturfliissigkeiten konnte mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin Methyl- 
glyoxal, allerdings nur in geringen Mengen, nachgewiesen werden. In 
den braun gefirbten Parallelversuchen war dagegen kein Methy!- 
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glyoxal nachweisbar, da es offenbar zur Huminsiiurebildung verbraucht 
war. Durch diesen Befund wird mithin die Vorstellung, daB die mikro- 
bielle Huminsiurebildung tiber intermediir produziertes Methylglyoxal 
verliuft, bestatigt. 

c) In spaiteren Versuchen mit Hefe zeigte sich, daB die quantitative 
Methylglyoxalbestimmung nach der von Neuberg angegebenen 
Methode (10) in konzentrierten Kulturfliissigkeiten auf auBerordentliche 
Schwierigkeiten st6Bt, die darin begriindet liegen, daB insbesondere 
die Frennung des 2, 4-Dinitrophenylosazons des Methylglyoxals von dem 
Hydrazon der Bren/traubensiure nicht so einwandfrei gelingt, wie dies 
von Neuberg angegeben wird, und daB bei der Fiallung mit 2.4-Dinitro- 
phenylhydrazin viele Verunreinigungen meist in den Niederschlag 
gingen bzw. daB das Osazon aus der opalen Lésung nicht flockte und 
sich durch Zentrifugation nicht oder zum mindesten nicht vollstindig 
niederschlagen lieB. Deshalb war es notwendig, zum direkten Nach- 
weis des Methylglyoxals in Kulturfliissigkeiten einen anderen Weg zu 
gehen. 

Um die Schwierigkeiten, die bei der direkten Bestimmung von 
Methylglyoxal nach Neuberg auftreten, zu umgehen, wurden eingehende 
Versuche mit dem Ziele angestellt, das Methylglyoxal durch Wasser- 
dampfdestillation aus der Kulturfliissigkeit herauszuholen und im 
Destillat zu bestimmen. Hierbei zeigte sich jedoch, daB auBer Methyl- 
glyoxal auch andere reduzierende Substanzen aus der Kulturfliissigkeit 
in das Destillat tibergehen, so da die jodometrische Bestimmung 
keinen Riickschlu8 auf den urspriinglichen Methylglyoxalgehalt erlaubt. 
Eine direkte gravimetrische Bestimmung durch Wagung des 2.4-Dini- 
trophenylosazons im Destillat war wegen der geringen Methylglyoxal- 
mengen nicht durchfiihrbar. 

Eine Stérung durch andere fliichtige Substanzen tritt bei An- 
wendung der Methode nach Ariyama (11) zur Methylglyoxalbestimmung 
im Destillat nicht ein. Wahrend in destilliertem Wasser geléstes Methy!- 
glyoxal in dem in Frage kommenden Konzentrationsbereich zu .nahezu 
50°, in 200 cem Destillat wiedergefunden wurde, fanden sich in der 
entsprechenden Menge Destillat von 100 ccm enteiweiBter Kultur- 
fliissigkeit, der 80mg Methylglyoxal zugesetzt war, nur etwa 30°, 
wieder; aus nicht enteiweiBter Kulturfliissigkeit sind die Ausbeuten 
an Methylglyoxal in 200 cem Destillat noch wesentlich geringer. 

In 200 cem Destillat von je 100 cem Kulturfliissigkeit mit und ohne 
Glykokollzusatz fanden sich 5,7 bzw. 8,9 mg wieder. Das entspricht 
nach einer aufgenommenen Eichkurve, die durch Destillation von 
Methylglyoxallésungen bekannten Gehalts gewonnen wurde, in der 
urspriinglichen Lésung 14 bzw. 22 mg Methylglyoxal und, unter Beriick- 
sichtigung der gréBeren Verluste bei der Destillation aus Kulturfliissigkeit 








272 C. Enders: 


etwa 23,5 mg, Methylglyoxal bei Gegenwart von Glykokoll, gegeniiber 
36,5 mg®, in der Kulturlésung ohne Glykokoll, wobei der letzte Wert 
sich noch etwas erhéhen diirfte, da, wie die allerdings wesentlich ge- 
ringere Braunfirbung anzeigt, ein Teil des gebildeten Methylglyoxals 
durch die Aminoverbindungen der Hefe zu Melanoidinen kondensiert 
wurde. 

Damit diirfte der Beweis dafiir erbracht sein, da& die Braun- 
firbung auf einer Verharzung des Methylglyoxals bei Gegenwart von 
Aminosauren beruht. 

d) Wie schon aus diesen Versuchen hervorgeht, zeigt die braune 
Verfiirbung der Kulturfliissigkeit in der Tat die intermediiire Bildung 
von Methylglyoxal an. Man kann daher aus der Braunfairbung auf 
intermediir gebildetes Methylglyoxal riickschlieBen. Ein weiterer 
Beweis fiir die Richtigkeit dieser Folgerung ist die Tatsache, daB bei 
derselben Beimpfung die Braunfirbung der Kulturfliissigkeit um so 
intensiver wird, je héher die Glykokollkonzentration in der Nahrlésung 
ist. Die mikrobielle Huminsiurebildung haingt eben in derselben Weise 
von dem Methylglyoxal: Aminosiiureverhiltnis ab, wie dies fiir den 
rein chemischen KondensationsprozeB gilt (12). 

Wenn man gemi8 diesen Ausfiihrungen an Stelle der umstindlichen 
direkten Methylglyoxalbestimmung die Braunfirbung der Kultur- 
fliissigkeit als Kriterium der intermediiiren Methylglyoxalbildung 
nimmt, kann insofern ein Fehler unterlaufen, als andere Melanoidine 
aus biochemisch gebildeten Carbonylverbindungen, und zwar vor- 
wiegend aus Acetaldehyd unter Umstinden vorkommen kénnen (13). 
Da diese Acetaldehydmelanoidine aber nicht zu echten Huminsiuren 
fiihren, besteht die Gefahr, daB eine in Wirklichkeit nicht vorhandene 
Huminsiurebildung vorgetiuscht wird. Zur Erkennung der nach dem 
Farbton nicht ohne weiteres zu unterscheidenden Melanoidine aus 
Methylglyoxal und Glykokoll bzw. aus Acetaldehyd und Glykokoll 
erwies sich die Betrachtung der gefirbten Lésungen im unfiltrierten 
ultravioletten Licht (Hanauer Analysen-Quarzlampe) als geeignet. 
Wiihrend der aus Methylglyoxal und Glykokoll erhaltene braune Farb- 
stoff im unfiltrierten Ultraviolettlicht gelbgriin und durchsichtig er- 
scheint, ist das Acetaldehydmelanoidin im durchfallenden Licht gelb- 
griin; im auffallenden Licht zeigt es eine briunliche, milchige Fluor- 
eszenz. 

In den bei unseren Versuchen erhaltenen braungefirbten Kultur- 
fliissigkeiten konnte dieser Dichroismus nur in einem Fall beobachtet 
werden. Uber die Ursachen der biochemischen Acetaldehydbildung 
kénnen noch keine sicheren Angaben gemacht werden. 

e) Fiir den Nachweis der vermége ihrer Reaktionsfaihigkeit direkt 
schwer zu fassenden biochemisch als Zwischen- oder Endprodukt auf- 
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tretenden Aldehyde, insbesondere auch des Methylglyoxals, hat man 
sich mit Erfolg der sog. Abfangmethoden bedient. Durch Anwendung 
von Abfangreagentien unterbleibt die iiber Methylgyloxal verlaufende 
Melanoidinreaktion der Zucker (8), weil die Tendenz zur Melanoidin- 
reaktion geringer ist als die zur Bildung der unléslichen Verbindungen 
des Methylglyoxals mit den Abfangreagentien. Die Verhinderung der 
Melanoidinreaktion durch Abfangreagentien ist also ein indirekter 
Hinweis auf die intermediire Bildung des Methylglyoxals. Da man die 
Abfangmethoden mit Erfolg auch in Gegenwart lebender Mikroorganis- 
men durchgefiihrt hdt, erschienen sie auch zum Nachweis der inter- 
mediaren Methylglyoxalbildung bei der mikrobiellen Huminsiure- 
bildung geeignet. 

Falls die Huminsiurebildung durch Mikroben iiber intermediiir 
gebildetes Methylglyoxal verliuft, muB sie bei Gegenwart von Abfang- 
reagentien fiir Aldehyde ausbleiben. Als Abfangreagentien wurden 
Dimedon, Calciumsulfit, Semicarbazid und 2, 4-Dinitrophenylhydrazin 
verwendet. 

Bei den erwihnten humifizierenden Mischkulturen aus Erde, Mist 
und Faulschlamm blieb auf Zusatz von 0,2 g Dimedon zu 10 cem der 
Nihrlésung trotz guten Wachstums der Mischflora, in der Pilze vor- 
herrschten, die Braunfiirbung aus, dagegen trat eine schwach griine 
Firbung auf. Ebenso zeigte sich bei den mit der aus Coprinus atramen- 
tarius stammenden Mischflora beimpften Versuchsansiitzen keine 
Braunfairbung bei Zusatz von je 0,1 g Dinitrophenylhydrazin, Semi- 
earbazid und Calciumsulfit zu 25 cem Kulturfliissigkeit. In Anwesenheit 
von 0,1 g Dimedon trat sie jedoch auf, unterblieb aber bei Zugabe 
von 0,5 g Dimedon. 

Das Wachstum der Mischflora wurde durch die Abfangreagentien 
nicht erkennbar unterbunden. Wie die mikroskopische Untersuchung 
zeigte, war die in Gegenwart der Abfangreagentien gewachsene Flora 
hinsichtlich des Vorherrschens bestimmter Mikroorganismentypen 
etwas, aber nicht wesentlich verschieden von den ohne Zusiitzen kulti- 
vierten Versuchen. 

Das entsprechende Ergebnis brachten Versuche mit Hefe, die — 
wie spiter ausfiihrlicher mitgeteilt — auf Zusatz von Toluol bzw. bei 
der Autolyse durch Wiirme (48°C) iiber intermediiir auftretendes 
Methylglyoxal Huminsiurebildung hervorruft. Auf Zusatz von Dimedon 
in einer Konzentration von 2° unterbleibt die Braunfairbung der mit 
Toluol versetzten Hefekultur. 

Durch die beschriebenen Versuche ist mithin der Beweis erbracht, 
da8B die mikrobielle Huminsiurebildung tiber Methylglyoxal als Zwischen- 
produkt verliuft. 
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(, Wie kommt die Methylglyoxalbildung dureh Mikroorganismen 
zustande? 


1. Allgemeines. 


Die Beantwortung dieser Frage ist offenbar fiir die physiologische 
Huminsaurebildung, die von der Cellulose ausgeht, von entscheidender 
Bedeutung. Wenn man weil, wie die mikrobielle Methylglyoxalbildung 
zustande kommt, kann man auch Riickschliisse auf die Faktoren 
ziehen, die fiir die Huminsiiurebildung in der Natur auf dem Wege 
iiber die Mikroben verantwortlich sind, 


. Man hat die Bildung von Methylglyoxal durch Mikrobenpriiparate 
bereits schon friiher beobachtet. Bekanntlich wurde dieser Substanz 
von Neuberg und Mitarbeitern (14) eine zentrale Rolle beim physiologi- 
schen Kohlenhydratabbau eingeriiumt. In seiner ,,5. Vergirungsform*' 
glaubte Neuberg eine ,,erzwungene Modifikation der alkolischen Garung*‘ 
gefunden zu haben, bei der im Gegensatz zur normalen, zu Alkoho! 
und Kohlensiure fiihrenden Girung, die desmolytischen Vorgiinge auf 
Zwischenstufen festgehalten werden. Zur Durchfiihrung der ,,5. Ver- 
giirungsform® sind nach Newberg entweder zellfreie Enzympriiparate, 
wie z. B. Hefemacerationssiifte, oder durch Zusatz von plasmolytisch 
wirkenden Stoffen ,,geschiidigte’ Hefezellen geeignet. 


Offenbar im’ Bestreben, die durch die fundamentalen Befunde 
Buchners geschaffene Vorstellung von der Identitit zwischen ,,ge- 
formten und ungeformten‘’ Fermenten nicht anzutasten, wurde als 
Ursache fiir die Methylglyoxalbildung durch die von ihm -verwendeten 
Priiparate eine ,,Cozymasearmut* angesehen, durch welche die weitere 
Umwandlung des als Zwischenprodukt der Girung vermuteten Methy]- 
glyoxals nicht mehr mdglich sei, so daB die Reaktionsfolge auf der 
Stufe der Methylglyoxalbildung stehen bleibt. Als experimentelle 
Beweise fiir diese Vorstellung wurde von Neuberg der Befund angefiihrt., 
daB die Methylglyoxalbildung durch ausgewaschene Trockenhefe und 
durch langere Aufbewahrung von Hefen erfolgt. Der EinfluB von 
plasmolytisch wirkenden Stoffen, wie hohe Salz- und Zuckerkonzentra- 
tionen und Lipoidlésungsmitteln, soll einen ahnlichen Effekt durch 
Erhéhung der Permeabilitit der Zellmembran erméglichen. Da nach 
der Ansicht von Neuberg durch die Verarmung des Zellmaterials an 
Cozymase nach der von ihm angewendeten Behandlung auch ein mit 
dem fiir die ,,Umwandlung® des als intermediiires Zwischenprodukt 
postulierten Methylglyoxals verantwortlichen Co-Ferment identisches 
oder verwandtes Co-Ferment, das fiir die Phosphorylierung des Zuckers 
notwendig ist, ebenfalls verloren geht, kann die Methylglyoxal- 
anreicherung nur mit Hexosediphosphat erzielt werden (15). 
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Neuberg und Kobel schreiben wortlich (16): 


In voller Ubereinstimmung mit dem entwickelten und in den letzten 
20 Jahren durch Versuche mannigfacher Art gestiitzten Garungsschema sind 
Neuberg und Kobel dazu gelangt, Methylglyoxal und Brenztraubensaure in 
praktisch 100° iger Ausbeute des umgesetzten Zuckers zu isolieren. Als Aus- 
gangsmaterial dient zweckmaBig Hexosediphosphat, und zwar aus folgendem 
Grunde: Der erste Angriff auf das Zuckermolekiil kommt in der Phosphory- 
lierung der Hexose zum Ausdruck. An der Phosphatbindung ist ein Co-Ferment 
beteiligt (H.v. Euler, Myrbdck, Virtanen). Ein damit identisches oder ver- 
wandtes Co-Ferment wirkt auch mit bei der Weiterverarbeitung des zunachst 
erzeugten 3-Kohlenstoffkérpers Methylglyoxal. Um Methylglyoxal anzureichern, 
mu8 deshalb das normaliter an seiner Umwandlung beteiligte Co-Ferment 
entfernt oder abgeschwacht werden. Dabei mu8B der Apozymase, dem im Ideal- 
fall vom Co-Ferment ganz befreiten zymatischen System, die Aufgabe der 
Phosphorylierung abgenommen sein, d. h. die Versuche sind mit Hexosephosphor- 
siure anzustelien. Wir verwenden ihr Magnesiumsalz. Die Schadigung bzw. 
Beseitigung des Co-Ferments haben wir friiher, durch Plasmolyse frischer Hefen, 
durch Herstellung von Trockenhefen, Acetonpriparaten, Alkohol-Ather-Zuberei- 
tungen oder durch Verdiinnung bzw. Dialyse von Hefenmacerationssaft vor- 
genommen; dabei ist stets die Menge des den Zucker abbauenden Agens (Glyko- 
lase) richtig zu dosieren, insofern, als nur wenig Enzym auf viel Substrat zur 
Anwendung kommen darf. Dann reichert sich Methylglyoxal an. Bei Ver- 
wendung von mehr Hefe und gegebenenfalis bei Jangerer Ausdehnung des Ver- 
suchs tritt an seine Stelle Brenztraubensiure. Jene bewahrten MaBnahmen 
sind fiir die Anstellung von Demonstrationsversuchen zu zeitraubend. 

Bei Heranziehung von plasmolysierenden Agentien, die abgepreBte Hefe 
verfliissigen, kann man, auch ohne da8 diese Prozedur eigentlich ausgefiihrt 
wird, die gewiinschten Effekte erzielen, indem man einfach frische, obergarige 
Backerhefe auf Lésungen von hexosediphosphorsaurem Magnesium bei Gegen- 
wart bestimmter Plasmolytica einwirken l]4Bt. Als plasmolytische Mittel sind 
viele Stoffe brauchbar, z. B. Kochsalz, Glycerin, Ather, Essigester, Butyi-, 
Isobutyl-, Amyl-, Heptyl- und Oktylalkohol, Benzol, Toluol, Brombenzol, 
Tetrachlorkohlenstoff und Chloroform. Sie alle bewirken Methylglyoxal- 
anhaufung. Als sicher wirksame und auch zur Ansammlung von Brenztrauben- 
siure geeignete Agentien empfehlen wir die Benutzung von Toluol oder Brom- 
benzol. Zur Isolierung von Brenztraubenséiure verwende man 10°, des Fliissig- 
keitsvolumens an Hefe, fiir die Isolierung des Methylglyoxals den 6. Teil dieses 
Quantums.** 

Bekanntlich wurde das Methylglyoxal aus der ihm von Neuberg 
in seinem Girungsschema zugeschriebenen zentralen Stellung als 
Intermediairprodukt durch das auf der Auffindung der Triosephosphor- 
siiure basierende neue Giirungsschema von Embden, Meyerhof, Kiessling 
und Lohmann (17) verdriingt. Nach diesen neuesten Vorstellungen 
iiber den physiologischen Zuckerabbau, die durch Warburg und Mit- 
arbeiter (18) kiirzlich dahingehend ergiinzt wurden, dab die 1, 3-Glycerin- 
aldehydphosphorsiiure als die mit den Pyridinfermenten in Reaktion 
tretende Form der Kohlenhydrate anzusehen ist, beruht die Methyl- 
glvoxalbildung darauf, daB die Triosephosphorsiiure dephosphoryliert 
und die entstehenden Triosen (Glycerinaldehyd und Dioxyaceton) in 
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das stabilere Methylglyoxal umgewandelt werden. Die eigentliche 
Ursache fiir diese somit als Nebenreaktion erkannte Methylglyoxal- 
bildung ist das Ausbleiben der oxydoreduktiven Umwandlung von 
Glycerinaldehydphosphorsiiure und Dioxyacetonphosphorsiure in Phos- 
phorsiiureglycerin und Glycerinphosphorsiure durch die Cozymase im 
Sinne von Harden und Young, die nach jetziger Kenntnis aus der 
eigentlichen Cozymase I: 


Diphosphorpyridinnucleotid, 

Adenosintriphosphorsaure, 

Phosphat, 

Magnesium™”, 

Mangan** (als Antagonist von Na*, das die Cozymase hemmt), 
K*, NHj in Spuren 


besteht. 

Da nach Kiessling (19) zur Phosphorylierung der Hexosen jedoch 
kein eigenes Co-Ferment, sondern nur ein Fermentprotein C notwendig 
ist, das als EiweiBkérper offenbar nicht ohne weiteres aus der Zelle 
ausgewaschen werden kann, wie dies fiir die Cozymase gilt, steht die 
Tatsache, daB Methylglyoxal nur dann gebildet wird, wenn den von 
Neuberg verwendeten Fermentpriparaten bzw. plasmolytisch  ge- 
schidigten Zellen Hexosediphosphat, aber nicht wenn Zucker geboten 
wird, augenscheinlich in Widerspruch zu der Vorstellung Neubergs 
auch in der oben angegebenen neuen Fassung, daf die Methylglyoxal- 
bildung nur auf einem Cozymasemangel beruht. Es muB der Methy!- 
glyoxalbildung vielmehr eine vorliufig unbekannte Ursache zugrunde 
liegen, mit der zwar das Ausbleiben der oxydoreduktiven Disproportio- 
nierung der Triosephosphorsiiuren gekoppelt ist, die aber in iiber- 
geordneter Weise auch mit der Nichtvergirbarkeit der Hexosephosphor- 
situren bzw. dem Ausbleiben der Anhiiufung durch die lebende Zelle 
zusammenhingt. Inwieweit diese hier skizzierten Unklarheiten durch 
eine Einbeziehung der von uns gefundenen Zucker-Triose-Gleich- 
gewichte (20) und ihrer Beziehung zum keineswegs eindeutigen Phos- 
phorylierungsmechanismus in das Giérungsschema_ beseitigt werden 
kénnen, soll an anderer Stelle demnichst mitgeteilt werden. 


Im Zusammenhang mit der Frage, welche Rolle die Mikroorganismen 
bei der natiirlichen Huminsiurebildung spielen, interessiert zuniichst 
lediglich, ob die Neubergsche Vorstellung iiber die Cozymasearmut als 
die Ursache der mikrobiellen Methylglyoxalbildung zu Recht besteht 
und die unserer Meinung nach von Newberg nicht eindeutig beantwortete. 
weil anscheinend von ihm fiir den Mechanismus der alkoholischen Garung 
nicht fiir wichtig erachtete Frage, ob auch lebende Mikroben zur 
Methylglyoxalbildung befihigt sind. 





ld inl 


al 
di 


al 


ke 
bi 
de 


H 
de 


ke 
bi 
he 
cde 
sli 


be 


ul 
be 
ol 
al 





muvee eras 


Chemismus der Huminsdurebildung unter physiol. Bedingungen. 1V. 277 
2. Beruht die mikrobielle Methylglyoxalbildung auf Cozymasemangel 
der Zellen im Sinne Neubergs? 


a) Wenn die Neubergsche Vorstellung zutrifft, da& die mikrobielle 
Methylglyoxalbildung lediglich auf einer durch Cozymasemangel be- 
dingten Unterbindung der oxydoreduktiven Disproportionierung der 
Triosephosphorsauren beruht, dann miiBte doch in Kulturen lebender 
Zellen, die durch eine zunehmende gelbbraune Fiirbung ihr Humi- 
fizierungsvermégen kund tun, die Verfiirbung auf Zusatz von Cozymase 
ausbleiben. Zur experimentellen Nachpriifung dieser Folgerung wurden 
gleichzeitig mit den oben beschriebenen huminsiiurebildenden Coprinus- 
kilturen der dritten Passage entsprechend angesetzte Kulturen, jedoch 
mit Zusatz von steigenden Mengen Hefekochsaft als Cozymasequelle, 
auf ihr Huminsiurebildungsvermégen hin beobachtet. Es zeigte sich, 
daB in den mit Hefewasser beschickten Ansiitzen die Farbstoffbildung 
auch einsetzte. Sie schritt jedoch nicht in dem Mabe fort wie in den 
Versuchsansiitzen ohne Hefewasserzusatz. Der erzielte Effekt war 
keinesfalls so, da& man darauf schlieBen konnte, da8 die Huminsiure- 
bildung durch Zusatz von Cozymase in Form von Hefekochsaft ein- 
deutig verringert war. 

Die Braunfirbung in den Kulturen war um so stiirker, je mehr 
Hefewasser — es wurden 4, 5, 7, 8 und 10 cem Hefewasser auf je 25 ccm 
der mit Coprinus-Mischflora beimpften Niahrlésungen gegeben — in 
der Kulturfliissigkeit vorhanden war. Diese Zunahme der Verfirbung 
mit der Menge des zugegebenen Hefewassers beruht auf der oben schon 
erwihnten Tatsache, da die Bildung des Methylglyoxalmelanoidins um 
so intensiver ist, je héher der Aminosiuregehalt der Lésung ist. Der 
Versuch, die Huminsiiurebildung durch Cozymasezusatz in Form von 
Hefewasser zu verhindern, brachte also keine Bestiitigung fii die 
Richtigkeit der Neubergschen Vorstellung. 

b) Da angenommen wurde, daB vielleicht die ,,Cozymasearmut 
nach Neuberg‘ auf einen Mangel an den Komplementen des Cozymase- 
komplexes nach Harden- Young, nimlich Mg**-, Mn**- und N H{-Ionen 
bzw. auf dem in Antagonismus zu diesen Ionen stehenden und dadurch 
hemmenden EinfluB der Na*-Ionen beruht, wurde der Einflu&8 wechseln- 
der Konzentrationen dieser Ionen auf die bereits wiederholt erwihnten, 
sich verfiirbenden Kulturen, die mit dem Zerfallsprodukt des Coprinus 
beimpft worden waren, untersucht (s. Tabelle I). 

Die Ansiitze zeigten alle sehr kriiftiges Wachstum von Bacterien 
und Schimmelpilzen. *Die Kulturen mit der héchsten Na-Konzentration 
begannen sich schon nach 7 Tagen leicht zu fiirben, alle iibrigen Ansiitze 
ohne bestimmte Reihenfolge im Laufe von 2 bis 3 Wochen. Das px 
aller Kulturen lag bei Abbruch des Versuchs nach 10 Wochen zwischen 7 
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Tabelle II. 





2°, Glucose 


0,06 % Ko HPO G o. q " ea 
0,06 % Ma 80, 4+ MnSO, NaN Os; Glykokoll NH,NO3;  Firbung nach 10 Wochen 


0,005 % FeS O4 


4 
+ + - + | 0,05% " 
= ig — So a 
a — 0,5% + co re 
+ 1% { 2 \u turen -}- + 
se + | 2 Kulturen + + + 
+ —- | 2% | + - +++ 
+ _ 49 “he — as ee Soe ape 
! /O T U5 se ays 
ohne MgSO, ne on af. A 4. . 
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und 8. Einen Anhaltspunkt dafiir, da8 Methylglyoxalbildung durch 
die lebende Zelle bei einem Mangel an Mg**-, Mn**- oder N H}-Ionen 
auftritt bzw. durch eine Na*-lonenschiidigung zustande kommt, erga} 
auch dieser Versuch nicht: 

c) Durch Jodacetat bzw. Monojodessigsiiure werden die durch die 
Cozymase ausgelésten Oxydoreduktionen, die die gebildeten Triose- 
phosphorsiuren iiber Phosphoglycerinsiiure und Glycerinphosphorsiure 
dem weiteren Abbau in der Zelle zugiingig machen, bekanntlich unter- 
bunden (21). Da die Phosphorylierung durch Jodacetat nicht direkt 
beeinfluBt wird, miiBte es also bei der Vergiftung der Zelle durch Jod- 
acetat theoretisch zur stationiren Anhiufung von Methylglyoxal, also 
in aminosiurehaltigen Nihrlésungen zur Huminsiurebildung kommen. 

Diesbeziigliche Versuche mit 10-5 und 10-3 molaren Jodessigsiure- 
konzentrationen zeigten bei fiinfwéchiger Kultivierung von fiinf Brauerei- 
hefen und fiinf Bacterienstimmen nicht den erwarteten Effekt. Die 
Konzentration von 10-5 mol. Jodessigsiure blieb ohne EinfluB auf das 
Wachstum der Mikroorganismen. Dagegen zeigten vier der Hefe- 
stimme in der 10-3 mol. Jodessigsiurelésung fast kein Wachstum, 
wihrend die Vermehrungsfihigkeit der Bacterien bei dieser Konzentra- 
tion nicht wesentlich gehemmt schien. 

Spitere Versuche mit Monojodessigsiiure (s. Tabelle VIII) be- 
stiitigen diese Ergebnisse. 

Aus all diesen Versuchen konnte kein Anhaltspunkt dafiir ge- 


wonnen werden, da lediglich Verarmung der Zelle an Cozymase fiir 


die Methylglyoxalbildung verantwortlich ist. 


3. Beeinflussung von Lebenszustand der Zelle und Methylglyoxal- 
bzw. Huminsdurebildung durch Hefegifte. 
Wie schon erwihnt war Neuberg der Ansicht, daB durch den Zusatz 
von Toluol, Essigester, Brombenzol und ahnlichen Lipoidlésungsmitteln 
eine gewisse plasmolytische Schidigung der Zellen bewirkt wird, die 
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seiner Meinung nach — ahnlich wie bei der Trockenhefe. — durch Aus- 
waschen zur Cozymasearmut fiihrt. Es wurde schon darauf hingewiesen, 
daB von Neuberg keine Angaben dariiber gemacht wurden, inwieweit 
durch die zur Methylglyoxalbildung fiihrende plasmolytische Schidigung 
der Lebenszustand der Zelle beeinfluBt wird, d. h. ob und in welehem 
AusmaBe die Prozentzahl an toten Zellen sich auf Zugabe von plasmoly- 
sierenden Stoffen mit der Zeit vermehrt. Da’ Mikroorganismen durch 
hohe Zusiitze von plasmolysierenden Stoffen abgetétet, autolysiert 
werden kénnen, ist zwar bekannt; fiir die hier angeschnittenen Fragen 
ist es jedoch wichtig zu wissen, in welcher Phase der Toluolschidigung 
die Methylglyoxalbildung erfolgt. In eindringlichen Arbeiten haben 
neuerdings Nilsson und Alm (22) den EinfluB von Toluol auf den Giir- 
verlauf von verschiedenen aus Hefe dargestellten zellfreien und zell- 
haltigen Praparaten studiert. Sie fanden, daB in vollig strukturfreien 
Priiparaten, wie z. B. Hefemacerationssaft, Toluol ohne jeden EinfluB 
auf den Verlauf der Giirkurve ist, wihrend sich die mit frischen bzw. 
getrockneten Hefen erhaltenen Giirkurven, sei es in ihrem Habitus, 
sei es in ihrer Steigung in Abhiingigkeit von Phosphatzusatz, durch 
Toluolzugabe charakteristisch veriindern. Unter Vermeidung von 
Autolyse vorsichtig an der Luft getrocknete Hefe, die die Girkurve 
einer normalen lebenden Hefe zeigt, also offenbar iiber das intakte 
Zymasesystem verfiigt (daher ,,intakte Trockenhefe‘ genannt), zeigt 
auf Toluolzusatz den fiir Hefemacerationssaft charakteristischen ver- 
iinderten Verlauf der Girkurve. Durch Toluolzusatz kann die Induktions- 
periode so betrichtlich vergréBert werden, daB iiberhaupt keine Girung 
einsetzt. Die Phosphorylierung wird gesteigert. Bei frischer Hefe 
findet bei Toluolzusatz eine allgemeine Herabsetzung der Gérungs- 
geschwindigkeit ohne Differenzierung statt. Aus diesen und weiteren 
Versuchen wurde von Nilsson (23) die Vorstellung entwickelt, daB ,,in 
der lebenden Zelle eine bestimmte Organisierung der verschiedenen 
Wirkstoffe des Zymasekomplexes besteht, die in der Zellstruktur be- 
griindet und in der ,intakten Trockenhefe’ noch vorhanden ist‘. Diese 
Organisierung funktioniert als Regulator fiir das Gleichgewicht zwischen 
den verschiedenen Teilreaktionen der Girung und bildet damit eine 
Voraussetzung fiir den harmonischen Giirverlauf in der lebenden Hefe- 
zelle. In dem strukturlosen Macerationssaft, wo die entfesselten Wirk- 
stoffe ohne diese Regulierung tiitig sind, kann zwar eine Maximal- 
girgeschwindigkeit erreicht werden, die keineswegs hinter der Gir- 
geschwindigkeit in der lebenden Hefe zuriicksteht. Der Garprozel 
verlauft aber nicht mehr harmonisch. Der Zucker kann nunmehr nur 
teilweise zu Alkohol und Kohlensiure vergoren werden. Auch Autolyse 
der Hefezelle durch Wirme fihrt zu derselben Desorganisation der 
Zelle. Obwohl also von Nilsson die durch Toluolzusatz bewirkte Ver- 
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iinderung in der Fermentorganisation innerhalb der Zelle erkannt wurde. 
sind von ihm ebenfalls — wie von Newberg — keine Angaben dariibe: 
gemacht, inwieweit durch die vorgenommenen MafBnahmen die Hefe- 
zellen tatsichlich abgetétet werden. Die nach unserer Meinung funda- 
mentale Frage, ob in der ,,intakten Trockenhefe‘‘ die Zellen abgetotet 
oder noch lebendig sind, ist nicht geniigend studiert worden. Das bis- 
herige Versuchsmaterial deutet darauf hin, daB die Hefezellen eine 
kurze Zeit nach dem Trocknen fortpflanzungsfihig sind, aber schon 
nach einigen Tagen die Fortpflanzungsfihigkeit verlieren [Nilsson (24) | 

Nach eigenen Untersuchungen sind kiihl aufbewahrte, luftgetrock- 
nete Hefen noch nach einem halben Jahr vermehrungsfihig. Inwieweit 
diese unterschiedlichen Feststellungen auf einem verschiedenen Gehalt 
an toten Zellen, die im Laufe der Zeit in Abhingigkeit von der Vor- 
geschichte und Trocknungsweise der Hefe sowie ihrer Aufbewahrung 
mehr oder minder stark zunehmen, beruhen, oder ob verschiedene 
Stufen der Zellschidigung bestehen, die in Abhingigkeit von den 
iuBeren Bedingungen sukzessiv vom lebenden zum toten Zustand 
hiniiberfiihren, kann zur Zeit nur nach MaBgabe der Spezifitét und 
Zuverlissigkeit der vorhandenen Untersuchungsmethoden entschieden 
werden. ' 

Eine sichere Farbmethode zur Unterscheidung zwischen toten und 
lebenden Zellen gibt es zur Zeit noch nicht (25). Auch gegen die in 
jiingster Zeit von Strugger ausgearbeitete Fluoreszenzmethode sind 
nach Untersuchungen in unserem Institut Bedenken geiuBert worden (26). 

a) Wir legten die Bestimmung der Vermehrungsfihigkeit der Zellen 
als Kriterium fiir ihre Lebensfihigkeit fest, wobei wir uns der Tatsache 
bewuBt sind, daB der wirkliche Prozentsatz an lebenden Zellen durch 
dieses Kriterium zwar mit groBer, aber nicht mit absoluter Sicherheit 
erkannt werden kann, da unter Umstiinden ,,geschwiichte“, aber noch 
lebensfiihige Zellen sich wihrend der Beobachtungszeit erholen und erst 
nachher vermehrungsfihig sind. Auf die Vermehrungsfihigkeit wurde 
durch Ausstriche je einer Ose der Fliissigkeit auf Bierwiirzeplatten 
(Sternchenplatte) gepriift. 

Zugleich wurden die Farbtiefen der erhaltenen filtrierten Kultur- 
fliissigkeiten nach lingerem Stehen nach Verdiinnung mit destilliertem 
Wasser (1:10) durch lichtelektrische Absorptionsmessung im Lange- 
Kolorimeter (27) bestimmt. Die in den folgenden Tabellen angegebenen 
Lichtabsorptionen wurden in gleicher Weise erhalten. 

Zur Reproduktion der Neubergschen Versuchsanordnung wurden 
in einer Lésung von 300 cem 4° igem hexosediphosphorsaurem Kalium 
5 g Bickerhefe eingeriihrt und hierauf mit 10 cem Toluol versetzt. 

Das gebildete Methylglyoxal wurde nach 24stiindigem Stehen 
bei 37°C mit 2, 4-Dinitrophenylhydrazin gefillt und die in geringen 
Mengen vorhandene Brenztraubensiure mit Sodalésung ausgewaschen. 
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Es wurden 330 mg®, 2, 4-Dinitrophenylosazon des Methyigiyoxals 
isoliert. Das entspricht etwa 55 mg®,, Methylglyoxal. Diese Ausbeute 
von 1,4°, der angewendeten Menge an Hexosephosphat ist niedriger 
als die von Newberg und Kobel (28) angegebenen Werte. 

Diese geringen Methylglyoxalausbeuten sind offenbar darauf 
zuriickzufiihren, daB das verwendete Hexosephosphat nur zu einem 
kleinen Teil in Wasser léslieh war. Die Versuche konnten aus Mangel 
an einem geeigneten Material nicht noch einmal durchgefiihrt werden. 

AuBerdem spricht die starke Braunfirbung der Kulturfliissigkeiten 
dafiir, daB ein Teil des gebildeten Methylglyoxals zur Huminsiure- 
bildung verbraucht war. 

Die gesondert ermittelte Abnahme der Vermehrungsfihigkeit der 
Zellen nach der Toluolzugabe ist in der Tabelle III niedergelegt. 


Tabelle III. 





Zeit nach Toluol- Toluolgehalt 
zugabe 05 oy o o, 30.8 5% 10 % 
My! iw ee are +--+ ae ee cus. 
CE Pan +--+ : ose 
eR ras sks 1-4 +. -+ einige Kol. — 
Mae eee rte + 4 az 
SOR ag Aes sxe 1 a - : 
ON al lp ap cca ace — — - 


* Entspricht der von Neubery angewendeten Konzentration an Toluol. 


+ = positives Wachstum, — = kein Wachstum nach dreitagigem Be- 
briiten der Bierwiirzeplatten. 


Bei verschiedenen anderen Versuchen zeigte sich, daB die zeitliche 
Abnahme der lebensfihigen Zellen trotz gleicher Versuchsbedingungen 
ziemlich schwankt, was offenbar mit der Vorgeschichte der jeweils 
verwendeten Hefe zusammenhingt: immer aber war innerhalb von 
wenigen Stunden die Vermehrungsfihigkeit der Kulturhefe eingestellt. 

Es geht aus den Untersuchungen mit Sicherheit hervor, daB unter 
den Bedingungen der ,,5. Vergiirungsform* die Zellen durch den Toluol- 
zusatz in mehr oder weniger kurzer Zeit abgetétet werden. 

b) Wie die in Tabelle 1V wiedergegebene Lichtabsorption der 
filtrierten, 1:10 verdiinnten Kulturfliissigkeit (20°, 


. 


Zucker, 3,6° 


) ? uo 


Tabelle IV. 





Toluolgehalt 





05 % 1 % 3% 5° 10% 


Lichtabsorption der 
Kulturfliissigkeit 
nach 6 Tagen ..... 42.5% 49,5 % 54,0 % 445% | 615% 
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K HoPO,, 1,1°; NaHCOs, 2%, Glykokoll, 20°, Bierhefe) zeigt, besteht 
zwischen Toluolkonzentration und Braunfirbung keine eindeutige 
Abhiangigkeit. 

c) Es wurde schon darauf hingewiesen, daB iiber die Rolle der 
Phosphorylierung beim normalen als auch beim gestérten Ablauf des 
Kohlenhydratabbaus keine Klarheit besteht. Nachdem in der Natur 
die Zucker — als fermentative Abbauprodukte der hochpolymeren 
Kohlenhydrate — offenbar urspriinglich in nichtphosphorylierter Form 
vorliegen, erschien es interessant, das Methylglyoxal- bzw. Humin- 
siiurebildungsvermégen von vergifteter Hefe auch mit Glucose an Stelle 
von Hexosephosphat zu studieren. 

Alle Versuche, Glucose an Stelle von Hexosediphosphat zu _ver- 
wenden, fielen zunichst negativ aus, auch wenn Glucose und anorgani- 
sches Phosphat’ in dem Hexosediphosphat entsprechenden Mengen- 
verhiltnissen (2,02°, Glucose, 3° KH,PO,) als Substrat im obigen 
Ansatz gegeben wurden und der Zeitpunkt des Plasmolysierens durch 
Toluol variiert wurde (0, 24, 48 und 72 Stunden nach Versuchsansatz). 
Weder nach ein- noch nach fiinftigigem Stehen mit Toluol konnte 

iq Methylglyoxal nachgewiesen werden, dementsprechend trat auch in 
den Ansiitzen mit Glykokoll keine Braunfiarbung auf. 

Nachdem nach Newberg zur Phosphorylierung ,,Cozymase™ un- 
bedingt erforderlich ist und nach seiner Auffassung, um eine Weiter- 
verarbeitung des Methylglyoxals zu verhindern, Hefe nur in einer 
Konzentration von héchstens 1,7 °,, 
sein darf (29), wurde nach Veresterung mit hohen Hefekonzen- 


der Fliissigkeitsmenge vorhanden 


trationen (30) auf das Zehnfache verdiinnt: 


Zusammensetzung der Nihrlésung: 


100 g Rohrzucker 25 ccm Toluol 
: 18 g KH,PO, 100 g Bierhefe 
5,5g NaHCO, 2g Glykokoll 


500 ccm Miinchener Leitungswasser 


Nach 4 bis 5 Stunden war die Veresterung beendet. Als Kontrolle 
diente das Verschwinden des anorganischen Phosphats (Priifung mit 





Magnesiamixtur). Die Fliissigkeitsmenge wurde auf das Zehnfache 
verdiinnt und 2,7 °,, Toluol zugesetzt, um die von Newberg angegebenen 
optimalen Verhiiltnisse (s. 8. 281) zur Erreichung seiner ,,5. Vergirungs- 
form’ ungefihr zu erhalten. 

Methylglyoxalbestimmungen (in 200 ccm) ergaben nach 48- bzw. 


72stiindigem Stehen nach dem Verdiinnen etwa 100 bis 200 mg”, 
, Methylglyoxal. 





Methylglyoxalosazon, das entspricht 18 bis 36 mg® 
Nun ergaben aber, was nach den Vorstellungen Neubergs nicht zu 
erwarten war, Ansiitze, die nur fiinfmal verdiinnt bzw. unverdiinnt 
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Tabelle V. 





Konzentration Lichtabsorption der Kultur- 


nach Veresterung fliissigkeit nach 6 Tagen 
1:10 6° 
1: 5 14% 
5 53% 


stehengelassen wurden, rascher und bedeutend tiefere Braunfairbung, 
die proportional der Konzentration zunahm. 

Entsprechend der friiher gezeigten Abhiingigkeit der Methyi- 
glyoxal-Melanoidinbildung von dem Aminosiuregehalt wurde das durch 
die geschiidigten Hefezellen produzierte Methylglyoxal offenbar durch 
die bei der Toluolplasmolyse der Hefezellen gebildeten bzw. die in 
der Nahrlésung urspriinglich enthaltenen Aminosiiuren nach MaBgabe 
ihrer Konzentration zu cen Huminsiurevorstufen verharzt, so daB in 
diesen schneller und bedeutend tiefer braun gefirbten Kulturfliissig- 
keiten nicht wesentlich mehr Methylglyoxal gefunden wurde als in den 
verdiinnten. Die Braunfirbung als indirektes Kriterium der statt- 
gefundenen Methylglyoxalbildung konnte von Neuberg entsprechend 
dem damaligen Stand des Wissens nicht als indirekte Methylglyoxal- 
bildung erkannt bzw. nicht beobachtet werden, da er nicht mit amino- 
siurehaltigen Nihrlésungen arbeitete. 

Mit Bickerhefe konnte unter denselben Versuchsbedingungen erst 
nach 24 Stunden vdéllige Veresterung erreicht werden, die Braunung 
blieb hinter der mit Bierhefe erzeugten zuriick. 

Nachdem sowohl die Anreicherung des Hexosediphosphats als auch 
die des — offenbar als Spaltprodukt des Hexosediphosphats auf- 
zufassenden — Methylglyoxals in der mit Toluol vergifteten, d. h. nach 
den oben gemachten Ausfiihrungen bei gew6hnlicher Temperatur unter 
Verhinderung einer Enzyminaktivierung abgetéteten Hefe erfolgt, 
muB geschlossen werden, da die Phosphorylierung dadurch zustande 
kommt, daB die im normalen Stoffwechsel der Zelle weiter verarbeiteten 
Phosphorsiiureester angereichert werden. Als Ursache der Phosphor- 
siureesteranreicherung muB demnach fiir die ,,Phosphorylasen“ eine 
hdhere Bestindigkeit bzw. eine vielleicht im Aufbau dieser Fermente 
bedingte nicht eintretende Lahmlegung wihrend der mit dem Zelltod 
einhergehenden Desorganisierung der Fermentsysteme angesehen werden 
(fraktionierte Autolyse). 

Die unbedingte Notwendigkeit der Phosphate zur Methylglyoxal- 
und damit zur Huminsiiurebildung geht aus folgenden Versuchen hervor: 

1. Bei Abwesenheit von Phosphat in dem mit Toluol vergifteten 
Ansatz ist nach sechstiigigem Stehen die Braunfiirbung vollig aus- 
geblieben, wie Tabelle VI zeigt. 
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Tabelle VI. 





Ansitze: 





20°, Zucker 3,6°% Phosphat Toluol Glykokoll 


n 
+ 
t 
+ 


Lichtabsorption der Kultur- 
fliissigkeit nach 6 Tagen 


1 O/ 
51% 


11% 


10% 


2. Als Abfangreagens fiir Methylglyoxal wurde zum _ iiblichen 
Ansatz 2% Dimedon zugesetzt. Das Ergebnis des Versuchs zeigt 


Tabelle VII. 
Tabelle VII. 





: ; Ansitze : x Garung 
3,6% Phosphat Toluol Glykokoll Dimedon 8 





Lichtabsorption 
Phosphory- der Kultur- 
lierung fliissigkeit 
nach 6 Tagen 


a Sg + + i a Ry 16,5 % 
+} + + + rs 51 % 

+ —_— 4 ~ 7.5 2 
; A = 17,9 % 
{ + . + ~ 10 % 
Z + + oe 8 /0 
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Abimpfungen des Giransatzes ohne Toluol zeigten, da& bei Gegen- 
wart von 2%, Dimedon in der Kulturfliissigkeit die Vermehrungs- 
fihigkeit der Hefe erhalten bleibt. 

Wie aus der Tabelle VII zu ersehen ist, unterbleiben die Phosphory- 
lierung und die Girung unter den eingehaltenen Bedingungen in Gegen- 
wart von Dimedon. Es muf daher angenommen werden, da die 
Phosphorylierung an der Triose X (20) einsetzt. Auf die Bedeutung dieses 
Befundes fiir das Garungsschema wird an anderer Stelle eingegangen. 

Es wurde schon angedeutet, daB weitere Aufschliisse iiber diese 
bisher unklaren Zusammenhiinge durch die Einbeziehung der von 
uns aufgefundenen Zucker-Triose-Gleichgewichte méglicherweise zu 
erwarten sind. 

Aus der Tabelle VII ist weiterhin zu entnehmen, daB eine starke 
Huminsiurebildung mit Phosphorylierung einherliuft. 

d) Die Ergebnisse der Toluolvergiftungsversuche zwangen geradezu 
zu priifen, inwieweit auch mit anderen Stoffen, die bekannterweise das 
Wachstum hemmen bzw. Hefen zum Absterben bringen, eine Braun- 
firbung der Kulturfliissigkeit als Kriterium einer stattgefundenen 
Methylglyoxalanreicherung — eintritt. 

Die in der Tabelle VIII genannten Hefegifte wurden in der an- 
gegebenen Konzentration in gleicher Weise wie bei den oben be- 
schriebenen Versuchen mit Toluol unmittelbar nach der Hefebeimpfung 
zugesetzt. Die Versuchsansiitze standen bei 36° C. 
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Tabelle VIII. 





Vermehrungs- 


fiihigkeit nach Girung Phosphory- Lichtabsorption der 
Hefegift Zugabe des (C O-Ent- lierung Kulturflissigkeit 
Giftes, einge- bindung) nach 6 Std. nach 6 Tagen. 


stellt nach 


Kontrolle ohne Zusatz _ — _- 7% 
Toluol 5%..... tage 30 Min. + + 47% 
Essigester 29% ....... GP <5 + oh. 49 % 
ee eee ee - ee 21% 
Formalin 1%........ 45 ,, — _ 42%, 
<5 See 10°; — 23% 
Chloroform 2%...... ae — 28 97 
‘ ae 10-5. 25% 
Sublimat 0,1%...... 10... — _ 26 % 
NaOH py 8—9...... schwankend = ~ 67 % 
Monojodessigsaure 
TON Is nc a oes 10 Min. 4% 
Monojodessigsaure 
BE Oe os ae ees jt — _ 20%, 
Monojodessigsaure 
BOP MOL. Svceusws 4 Std. — -- 10,5% 
Monojodessigsaure wachst noch 
et | ae rar nach 7 Std. — _ 8,5 % 


Wie die in Tabelle VIII niedergelegten Versuchsergebnisse erkennen 
lassen, tritt die Huminsiiurebildung mit allen Hefegiften nach dem 
Zelltod ein, mit Ausnahme der Monojodessigsiiure. Dieses besondere 
Verhalten der Monojodessigsiure beruht nicht auf einer px-Senkung. 
Die stirkste Huminsiiurebildung geht mit einem nachweisbar voll- 
stiindigen Verschwinden des anorganischen Phosphats in der Niahr- 
lésung einher, ein weiterer Beweis, da die Methylglvoxalanhiufung 
iiber die Phosphorsiureester der Hexosen bzw. Triosen erfolgen muB. 


Wenn bei den geringeren aber doch deutlichen Braunfirbungen 
der Kulturfliissigkeiten ein restloser Verbrauch des anorganischen 
Phosphats nicht festzustellen war, so hingt das sicherlich damit zu- 
sammen, daB nur ein Teil zur Bildung der intermediir gebildeten 
Phosphorsiureester verwendet wird. Da jedoch prinzipiell Methyl- 
glyoxalanreicherung ohne Phosphorylierung nicht méglich ist, ist oben 
bereits erwiesen worden. 

Die bemerkenswerte Tatsache, daB die Huminsiurebildung um so 
stiirker ist, je linger die Hefe unter den Bedingungen der Plasmolvyse 
bzw. Autolyse verweilt, also je schonender und langsamer die Autolyse 
durchgefiihrt wird, spricht dafiir, da beim Zelltod eine bestimmte 
Verinderung der Enzymsysteme, entsprechend einer ..fraktionierten™ 
Autolyse eintritt, die fiir die Methylglyoxalbildung maBgeblich ist. 
Wird der Zelltod und die damit einherlaufende Desorganisation der 

19* 
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Fermentordnung jedoch sehr rasch, z. B. durch hohe Giftkonzentra- 
tionen oder stirkeres Erhitzen (s. 8.287) herbeigefiihrt, dann wird 
anscheinend die fiir die Methylglyoxalbildung giinstige Stufe der Des. 
organisation der Fermentsysteme sehr rasch iiberschritten und eine 
Huminsiiurebildung bleibt aus bzw. tritt nur in geringerem MaBe auf, 


-e) Nachdem in den geschilderten Versuchen stets mit der fiir die 


Vorgiinge im Boden kaum bedeutsamen Hefe gearbeitet wurde, erhel)t 
sich die Frage, ob die an Hefen gemachten Feststellungen auch fiir 
die im Boden vorkommenden Mikroorganismen gelten. Sie ist prinzipiel! 
zu bejahen, denn es ist bekannt (31), daB man durch Toluolbehandlung 
auch mit Bacterien und Schimmelpilzen aus Hexosediphosphat zu 
Methylglyoxalbildung kommt. 


Suthers und Walker (32) erreichten auf Toluolzusatz zu Aspergillus 
niger Methylglyoxalanreicherung mit Hexosediphosphat als Substrat. 
Diese Ergebnisse konnten in eigenen Versuchen reproduziert werden 
und es gelang auch, in Glucose-Glykokollésung durch Aspergillus niger 
auf Toluolzusatz Huminsiiurebildung zu erreichen. In 20 300-cem- 
Erlenmeyer-Kolben wurden auf Glucoselésung in 2 Tagen bei 30° kriftige 
Pilzrasen geziichtet, zwischen FlieBpapier getrocknet und analog den 
Hefeversuchen angesetzt. 

Zusammensetzung der Nahrlésung : 

100 ccm Leitungswasser 4g Glykokoll 
20 g Rohrzucker 
dazu kommen 3,6g KH,PO,, 5cem Toluol 
: ‘ l,lg NaHCO,, 30g Aspergillus niger-Mycel (feucht) 


Nach 24 Stunden war noch anorganisches Phosphat vorhanden, 
vermutlich, weil es nur zum Teil zur Veresterung verbraucht worden 
war, doch trat nach einigen Tagen Braunfirbung auf, die nach 14 tigigem 
Stehen bei 36° sehr tief war und in der Kontrollkultur ohne Glykokol! 
ausblieb. 


Aus dem Versuch ist zu ersehen, daB auch ein im Boden hiufige: 
Schimmelpilz prinzipiell zur Huminsiurebildung aus Glucose in Gegen- 
wart von anorganischem Phosphat befahigt ist. 


Mangels einer eingehenden Kenntnis, ob Unterschiede im Meta- 
bolismus der verschiedenen Mikroben bestehen, wollen wir vorerst im 
vollen BewuBtsein der dabei méglichen Einwiinde auf Grund der er- 
wihnten Arbeiten iiber die Methylglyoxalbildung auch durch andere 
Mikroben als Hefe den mikrobiellen Metabolismus als in gewisse! 
Grenzen einheitlich betrachten und annehmen, daB nicht bei allen, abe: 
wenigstens bei vielen Mikroorganismen die hier studierten Eingriffe in 
gleicher Weise wirken. 
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4. Beeinflussung von Lebenszustand der Zelle und Methylglyoxral- 
bzw. Hiiminsdurebildung durch Temperatur. 


Nachdem durch diese Versuche erkannt worden war, daB die 
eigentliche Ursache der Methylglvoxalbildung der bei gewoéhnlicher 
Temperatur eintretende Zelltod (,,Autolyse‘‘) ist, erschien es im Hinblick 
auf die natiirliche Humifizierung wiinschenswert zu untersuchen, ob 
der unter Anwendung kiinstlicher Mittel erkannte Zusammenhang 
zwischen Zelltod und Methylglyoxalbildung auch eintritt, wenn die 
Zelle unter natiirlichen Bedingungen ihrer Lebensfihigkeit verlustig 
geht. Als wichtigster Faktor fiir die Beeinflussung des mikrobiellen 
Lebens im Boden erschien div Temperatur. Es wurde daher gepriift, 
ob und nach welcher GesetzmaBigkeit sich ein Zusammenhang zwischen 
Lebenszustand und durch die Braunfirbung der Kulturfliissigkeiten 
angezeigte Methylglyoxalbildung bei den durch Halten auf verschiedenen 
Temperaturen beeinfluBten Hefen erkennen liBt. 

Je 20g abgepreBte Bierhefe wurden in 100 ccm einer Lésung folgender 
Zusammensetzung: 20°, Rohrzucker, 3,69, KH,PO,, 1,19, NaHCO,, 2°, 
Glykokoll, 100 ccm Leitungswasser aufgeschlammt und nach einminiitigem Er- 
hitzen auf die in der Tabelle angegebenen Temperaturen bei 36° C stehengelassen. 
Die unmittelbar nach dem Erhitzen gepriifte Vermehrungsfihigkeit, die Phospho- 
rylierung und die nach lingerem Stehen ermittelten relativen Farbtiefen der 
Kulturfliissigkeiten sind aus der Tabelle IX zu entnehmen. 


Tabelle IX. 





Temperatur: 38° 480 580 680 720 RR0 go 
Wachstum.............. + - . = a bi = 
NN Ce 2iiinsc eee die eriiew eis + n sic ae 
Phosphorylierung nach 

DRG 6's 3 Sie vgs 8 6 30:3 { n = se ea on 


Lichtabsorption der 
Kulturfliissigkeit nach 
i ESA 35% | 45% | 25% | 14% | 14% |; 11,56% | 115% 


Wie Tabelle IX erkennen liBt, ist die Vermehrungsfihigkeit der 
auf verschiedene Temperaturen kurze Zeit erhitzten Hefen erst nach 
Uberschreitung der Temperatur von 48° eingestellt. Da jedoch auch 
schon nach kurzer Erhitzung auf 48° ein Teil der Zellen seine Ver- 
mehrungsfihigkeit einbiiBt und autolysiert, geht aus der geringen 
Wachstumsintensitit und dem stirkeren Autolysegeruch hervor. 


Es zeigt sich in der Firbung ein deutliches Optimum bei 48° C. 
Die entsprechend erhitzten Kontrollversuche ohne Hefe blieben farblos. 
Die Anwesenheit von Methylglyoxal neben Brenztraubensiure konnte 
in dem auf 48° erhitzten Ansatz mit Sicherheit nachgewiesen werden. 
Wegen der oben mitgeteilten Schwierigkeiten bei der Fillung mit 
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2, 4-Dinitrophenylhydrazin konnte eine quantitative Abhingigkeit von 
der Erhitzungstemperatur der Hefe jedoch nicht aufgedeckt werden. 
DaB diese Braunfirbung ebenfalls von Methylglyoxal ausgeht, ist 
daraus zu entnehmen, da sie in Gegenwart von 2° igem Dimedon 
ausblieb und die Verfarbung der Nihrlésung um so intensiver war, je 
mehr Glykokoll zugesetzt war. Es waren auch die ohne Glykokoll 
auf 48°C erhitzten Ansiitze nach 4 Tagen kriftig, jedoch schwiiche: 
als die Vergleichsversuche mit Glykokoll, gefirbt. 

Um die Farbung, die durch Kondensation des gebildeten Methy]- 
glyoxals mit den offenbar aus der Hefezellensubstanz gebildeten Amino- 
siiuren entsteht, auszuschalten, wurden — entsprechend der Blockierung 
der Aminogruppen bei der Formoltitration — Zusiitze von 1°, Formalin 
zu den erhitzten Ansitzen gegeben. Die Braunfiirbung setzte zwar 
etwas rascher éin, blieb aber beim Stehen der Versuchslésungen hinter 
den nicht mit Formaldehyd versetzten Versuchen zuriick. 


In dem nicht erhitzten Versuchsansatz trat heftige Girung und, 
wie zu erwarten, keine deutliche Braunfirbung ein. Ein Verschwinden 
des anorganischen Phosphats wurde ebenfalls, wie zu erwarten, nicht 
beobachtet. Die Girung trat selbst in einer mit destilliertem Wasser 
bereiteten Nihrlésung ohne Phosphat ein (!). Bei den erhitzten Lésungen 
nahm dagegen der Gehalt an anorganischem Phosphat entsprechend 
der Temperaturabhingigkeit der Farbung ab (vgl. Tabelle IX). 

Dies ist ein Hinweis darauf, daB die thermischen Eingriffe in das 
Leben der Zelle, wie sie bei der ,,Autolyse“ stattfinden, etwa derselben 
Art sind, wie die bei der Toluolvergiftung auftretenden, nimlich eine 
Desorganisation der Fermentsysteme durch Erléschen der natiirlichen 
Steuerung, wodurch als Teilreaktion der unnatiirlich hohe Verbrauch 
an anorganischem Phosphat bewirkt wird. 


Die bisher geschilderten Versuche fiihrten also nach und nach zu 
der Uberzeugung, da die mikrobielle Methylglyoxalbildung immer 
dann stattfindet, wenn die Mikroorganismen der ,,Autolyse™ (33) 
unterliegen. Die von Newberg zur Realisierung seiner ,.5. Vergirungs- 
form’ verwendeten Priiparate bzw. Versuchsbedingungen und die 
..typisch desorganisierten Zymasesysteme von Nilsson entsprechen 
in ihrer fermentativen Wirkung derjenigen autolysierter Zellen. 


D. Folgerungen und Erklirungen auf Grund der Erkenntnisse, da8 dic 
Huminsiiurebildung durch autolysierte Mikroorganismen erfolgt. 

. Es schien uns fiir die Beurteilung der Rolle, welche die Mikro- 

organismen bei der Huminsiiurebildung spielen, notwendig, die Tatsache 

scharf herauszustellen, daB die Methylglyoxalbildung niemals durch die 
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‘On |] Jjebende, sondern ausschlieBlich durch die autolysierte Zelle bzw. deren 


en. Fermentsysteme hervorgerufen wird. Die ohne Beriicksichtigung des 
ist |) Lebenszustandes entwickelte Neubergsche Vorstellung von der Cozymase- 
on armut als der Ursache der Methylglyoxalbildung stellt sich somit 
je + als ein Versuch dar, fiir diesen iibergeordneten Begriff eine einfache 
oll |) chemische Erklirung zu geben. Den tatsichlichen Verhiltnissen 


wird die Auffassung von Nilsson iiber die Desorganisation der 
Fermentsysteme nach dem Zelltod gerecht. Die Beziehungen zur 
vl- Methylglyoxal- und damit zur Huminsiurebildung wurden von Nilsson ' 





10- | nicht studiert. Bei der Autolyse der Mikroorganismen wird bekaunntlich 
ng |. die Zellstruktur aufgelést und die Enzyme werden zum grofen Teil frei. 
lin i Auch wenn die Zellsubstanz durch die Wirkung der in Freiheit gesetzten 
ar i ziigellos gewordenen Fermente vollstindig zerstért ist, wirken die 
er Fermente in den Lésungen auf die Substrate noch lange nach 

i dem Zelltod ein. Es wird durch die Zellautolyse also ein Agens in die 
d : Umgebung geschickt, welches zur Methylglyoxalbildung befihigt ist. 
i In diesem Sinne ist die in Abgrenzung von der Waksmanschen Ansicht 
ht iiber die Beteiligung der Mikroben an der Humusbildung von uns 
on i friiher (1) gemachte Bemerkung zu verstehen, daB ,,den Mikroorganismen 
io o vielmehr nur eine katalytische Bedeutung zukommt**. Das besonders 
id ff von Neuberg (34) betonte ubiquitiire Vorkommen des Methylglyoxals 

_ in der Natur ist zweifellos eine Folge solcher Mikrobenautolysen. 

i Die bei den gegliickten Versuchen zum Nachweis von Methyl- 
is} glyoxal in Erden von Enders und Sigurdsson (35) an allerdings vorliufig 
‘| nur einem geringen Versuchsmaterial gemachte Feststellung, ,,die in 


einem Boden vorhandene Menge Methylglyoxal scheint in einem rezi- 


ist durch die Erkenntnis, daB die Methylglyoxalbildung nur durch 


$ 

a proken Verhiiltnis zu seinem Gehalt an lebenden Organismen zu stehen”’, 
: 
i 

nicht mehr vermehrungsfihige Zellen hervorgerufen wird, nunmehr 


u  verstiindlich. 
erp Als einer der natiirlichen Faktoren, die zur Autolyse fiihren kénnen, 
3) _ wurde die Temperatur untersucht. Es ergab sich die bemerkenswerte 


Tatsache, daB fiir Hefe beziiglich der Huminsiurebildung ein Optimum 
bei etwa 50° C besteht. Es ist zwar anzunehmen, da das fiir die Humus- 
untersuchung in Zukunft sicher bedeutsame_ ,,Thermolyseoptimum 
fiir die verschiedenen Mikroorganismen in gewissen Grenzen schwankt 
und wie die Fermentaktivitit bzw. -inaktivierung eine Funktion der 
| Zeit, der Wasserstoffionenkonzentration, des Redoxpotentials, des 
Salzgehalts, des Gehalts an Schutzkolloiden, des Druckes und anderer 
natiirlicher Faktoren ist. Trotzdem méchten wir die kiirzlich von 
Junghihnel (36) gemachte Feststellung, daB die stiirkste Dauerhumus- 
anreicherung im Stallmiststapel durch lingere Aufrechterhaltung von 
Temperaturen zwischen 45 und 50° eintritt, bei der offenbar das mittlere 
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Thermolyseoptimum der natiirlichen Mikroorganismengemische liegt, 
als einen schénen Beweis fiir die Richtigkeit unserer Ansicht betrachten. 
da die Thermolyse der Mikroben wohl die wichtigste Ursache der 
natiirlichen Huminsiurebildung ist. 

Der giinstige Effekt der HeiBvergirung nach Krantz (37) beruht 
zweifellos — neben dem in der III. Mitteilung dieser Reihe dargelegten 
férdernden Einflu8 hoher Temperaturen auf die Kondensationsgrad- 
erhdhung der Huminsiurevorstufen — auf dieser Thermolyse der 
Mikroben. Die vom Klima abhingigen, tiiglich und jihrlich bedingten 
Temperaturschwankungen sind sicherlich in dem MaBe an der Humin- 
siurebildung — ebenfalls neben dem erwaihnten EinfluB auf die Kon- 
densationsvorgiinge — beteiligt, in dem sie zur Thermolyse AnlaB geben. 

Aber auch schon bei gewoéhnlicher Temperatur unterliegen die 
Mikroben offenbar der Autolyse. Am Ende einer langen Trocken- 
periode werden weniger Bacterien im Boden gefunden. Nach dem ersten 
Regenfall tritt starke Vermehrung auf. Lange Trockenzeit ruft eine 
Wirkung hervor, die ahnlich einer teilweisen Sterilisation ist (38). Die 
bei unseren Huminsiurebildungsversuchen mit Misch- und Pilzrein- 
kulturen in allen Kulturen beobachteten Verfiirbungen sind woméglich 
auf solehe ,,Trockenautolysen“ zuriickzufiihren. Neben den durch 
Temperaturschwankungen bewirkten Thermolysen diirften diese durch 
die Niederschlagsverhiltnisse’ bestimmte Austrocknungsautolysen fiir 
die Humusbildung in der Natur am wichtigsten sein. 

Uber den Einflu8 niedriger Temperaturen auf den Mikroorganismen- 
gehalt des Bodens scheinen keine gesicherten Angaben vorzuliegen. 
Es erscheint jedoch wahrscheinlich, daB die Mikroben — ahnlich wie 
das in vitro méglich ist — beim Auftauen von gefrorenem Boden auto- 
lysieren. 

SchlieBlich sei die Vermutung ausgesprochen, daB auch der giinstige 
EinfluB der Bodensterilisation (39) auf die Bodenmiidigkeit in zwangloser 
Weise durch die bei diesen MaBnahmen immer stattfindende Mikroben- 
autolyse erklirt werden kann. Die Richtigkeit dieser These miifte 
sich leicht durch Humusbestimmungen beweisen lassen. Die nach der 
Sterilisation von Béden zu beobachtende Steigerung in der CO,-Pro- 
duktion und in den Keimzahlen kénnte dadurch erklirt werden, dati 
die im AnschluB an die erzwungene Autolyse stattfindende hohe enzy- 
matische Aktivitit, entsprechend der ,,Desorganisierung“ dieser Fer- 
mentsysteme, zu einer Anhiufung niedermolekularer Abbauprodukte 
fiihrt, welche offenbar fiir die wiederankommenden Organismen ein 
ausgezeichnetes Niihrmedium darstellen. 

Wenn auch die Temperatur- und Wassergehaltsschwankungen in 
den Béden als wichtigste Faktoren fiir das Zustandekommen der Auto- 
lyse der Mikroorganismen angesehen werden miissen, so unterliegt es 
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doch keinem Zweifel, daB auch alle anderen Einfliisse, die zur Mikroben- 
autolyse fiihren, fiir die Huminsiurebildung prinzipiell wichtig sind. 
Als solehe kommen neben anderen wohl hauptsichlich in Frage: 
1. Der EinfluB der Wasserstoffionenkonzentration (40). 
2. Beeinflussung durch andere Lebewesen (Heterolyse), durch Bacterien, 
Regenwiirmer usw. 
3. Zusammensetzung der Nahrlésung, Wuchsstoffmangel u. a. m. 
4, Autolyse durch natiirlich vorkommende Gifte niederer und héherer 
Pflanzen (41). 

5. Osmotische Effekte, Ionen- oder Adsorptionswirkungen. 

6. EinfluB des Sauerstoffgehalts (Redoxpotential). 

Da iiber die Bedeutung dieser Faktoren fiir die mikrobielle Autolyse 
ebenso wie tiber die Autolyse im allgemeinen sehr wenig bekannt ist (42), 
wird es der weiteren Forschung vorbehalten sein, durch Klirung dieser 
Fragen noch tiefer in die Zusammenhiinge, die iiber die Mikroben in 
der Natur zur Huminsiurebildung fiihren, hineinzuleuchten. 

Wie aus der vorliegenden Arbeit bereits zu entnehmen ist, sind 
die dabei zu erwartenden Schwierigkeiten teils wegen der kolloiden 
Natur der Huminsiuren, teils wegen der zahlreichen vielfach nicht iiber- 
sehbaren Faktoren, die beim Arbeiten mit lebendem Material auftreten, 
recht erheblich. 


Zusammenfassung, 


Die Mikroorganismen sind nur in autolysiertem Zustand zur 
Methylglyoxalbildung faihig. Sie kénnen deshalb zur Huminsiure- 
bildung unter physiologischen Bedingungen, soweit sie von der Cellulose 
ausgeht, nur dann die Voraussetzung schaffen, wenn sie durch natiirliche 
Einfliisse autolysiert werden. Als die wichtigsten Faktoren der Mikro- 
organismenautolyse im Boden und damit der physiologischen Humin- 
siurebildung werden die klimatisch bedingten tiglichen und jihrlichen 
Temperatur- und Wassergehaltsschwankungen angesehen. 


An der Durchfiihrung dieser Arbeit hat sich Fr]. 2. Schmid in anerkennens- 
werter Weise beteiligt. 
.. Berichtigung.” 
In der III. Mitteilung der Veréffentlichungsreihe ,, Uber den Chemis- 
mus der Huminsiurebildung unter physiologischen Bedingungen“, diese 


Zeitschr. 313. 368, 3. Zeile von unten, mu es heiBen: .. Die Farbvertiefung 
der Huminsiurelésungen“. 
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Veriinderung 
bei der Lagerung von Vollkornschroten. 
Von 
C. Tropp und F. G. Weyer. 
(Aus der Medizinischen Klinik und dem Untersuchungs- und Forschungs- 
institut des Vollkornbrotausschusses Wiirzburg.) 
(Einaegangen am 6, Mdrz 1943.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Die Reichsvollkornbrotaktion, die bereits vor Ausbruch des Krieges 
beschlossen war und fiir die sich Herr Prof. Wirz ganz besonders ein- 
gesetzt hat, lief bereits im Sommer 1939 vor Kriegsausbruch an. Sie ist 
nicht kriegsbedingt, sie wurde notwendig aus rein ernahrungsphysiolo- 
gischen Uberlegungen, da das Brot auch heute noch mit etwa 45 °, der 
Gesamtlebensmittel den weitaus gréBten Teil der taglichen menschlichen 
Ernahrung ausmacht. Es konnte fiir eine verantwortungsbewuBte 
Gesundheitsfithrung nicht gleichgiiltig sein, ob ein so wesentlicher Be- 
standteil der taglichen menschlichen Ernahrung biologisch vollwertig 
ist oder nicht. Die Entwicklung in den letzten 100 bis 120 Jahren 
hat die Ernahrung der zivilisierten Staaten grundsatzlich von der groben 
natiirlichen Nahrung zu einer verfeinerten Ernahrungsweise hingedrangt. 
Dies hing einmal mit dem besseren Lebensstandard und dem Wunsch 
nach verfeinerter Nahrung zusammen, zum anderen erforderte die 
Zusammenballung von groBen Menschenmassen in den Stadten eine 
Vorratswirtschaft, um jederzeit die notwendigen Nahrungsstoffe lager- 
fahig und einsatzbereit zu haben. 

Im selben Sinne wirkte die Entwicklung der Hochmiillerei, die 
eine véllige Umgestaltung auf dem Gebiet der Getreideverarbeitung 
brachte. Die seit Jahrtausenden geiibte Methode des einfachen Schrotens 
von Getreide wurde verlassen, da es sich bald herausstellte, daB Schrote, 
die simtliche Getreidebestandteile enthalten, nur bedingt lagerfahig 
sind. Da die Fettsubstanzen des Getreides, die sich hauptsachlich im 
Keim befinden, ranzig werden, sobald der Keim den Schutz der Samen- 
schale verliert, bestand die erste MaBnahme, die Mahlprodukte haltbar 
zu machen, darin, die Keime durch , Spitzen‘‘ zu entfernen. AuBerdem 
wurden dem Getreide auch noch fast simtliche Bestandteile der Frucht- 
und Samenschale durch vielfaltige Siebprozesse entzogen, so das immer 
hellere Mehle gewonnen wurden. Diese hatten zwar eine groBe Lager- 
fahigkeit, waren jedoch biologisch im Verhaltnis zu den Vollkorn- 
schroten minderwertig. So wurden nicht nur die Fett- und Lipoid- 
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substanzen zu etwa 50 ©, entfernt, sondern auch gerade die hochwertigen 
EiweiBbestandteile, die sich im Keim und den Randschichten finden, 
mit etwa 40°, in die Kleie abgegeben. In den hellen Mehlen verblieb 
hauptsachlich der Mehlk6rper mit den minderwertigen KlebereiweiBen, 
denen lebenswichtige Aminosduren fehlen und die infolgedessen nur 
im Verband mit dem KleieeiweiB biologisch vollwertig sind. AuBer 
diesen offensichtlichen Verlusten trat auch eine sehr erhebliche Wert- 
minderung durch die Entfernung eines groBen Teiles der akzessorischen 
Nahrstoffe (Vitamine, Wuchsstoffe, Hormone, Spurenelemente usw.) ein, 
die ernahrungsphysiologisch fiir die Gesundheit des Menschen von aller- 
gréBter Bedeutung sind. Es wurde beispielsweise errechnet, daB wihrend 
der Wintermonate, in denen Gemiise und Obst im allgemeinen nicht 
ausreichend zur Verfiigung stehen, der Vitamin B,-Bedarf nur hin- 
reichend zuverlassig durch GenuB von Vollkornbrot gedeckt werden 
kann (1). 

Die Vollkornbrotaktion, die ausschlieBlich in der Kenntnis dieser 
Tatsachen sich seit 1939 bemiiht, den deutschen Volksgenossen die 
Wichtigkeit emer vollwertigen Brotnahrung vor Augen zu fiihren, hat 
bisher gréBte Erfolge gehabt. So sind von etwa 110000 deutschen 
Backern trotz der erschwerten Kriegsverhaltnisse 28000 bereits als 
Vollkornbrotbacker anerkannt. Der Konsum ist staéndig im Steigen 
begriffen. 

Fiir den Voilkornbrotbacker ist die Frage der Haltbarkeit des 
Vollkornschrotes von gré8ter Wichtigkeit. Es ist bekannt, daB das 
beste Vollkornbrot erhalten wird, wenn das Schrot ,,miihlenwarm*, 
d. h, direkt nach der Schrotung zur Verarbeitung gelangt. Es ist aber 
heute haufig nicht méglich, allenthalben dieser Forderung gerecht zu 
werden. Deshalb sind Untersuchungen iiber die Haltbarkeit des Vollkorn- 
schrotes vordringlich. Wir haben uns in der vorliegenden Arbeit mit 
diesen F ragen experimentell befaBt; tiber unsere Ergebnisse werden 
wir nachfolgend berichten. 

Wie im Vorangegangenen bereits ausgefiihrt, hangt die Haltbar- 
keit der Schrote ausschlieBlich ab von den Veranderungen der Fett- 
und Lipoidsubstanzen, die diese durch die Einwirkungen von Sauerstoff, 
Licht und Feuchtigkeit erfahren. Die chemischen Umsetzungen, die 
diese Stoffe erleiden, sind bereits ausfiihrlich in der Literatur beschrieben, 
so da8 wir nur kurz auf die wichtigsten Atbeiten eingehen wollen (2 —6). 

Das Ranzigwerden der Fette beruht im wesentlichen auf Ver- 
ainderungen der unges&ttigten Fettsiuren. Die Neutralfette, die in 
den Naturprodukten enthalten sind, unterliegen hauptsachlich zwei 
verschiedenen chemischen Veranderungen : 

Durch Hydrolyse werden die Neutralfette durch die Lipasen des 
Keimes bei Anwesenheit der nétigen Feuchtigkeit und Warme in 
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Glycerin und Fettsauren gespalten. Der Sauregrad und die Saurezahl 
steigen an, wie Balland bereits 1884 feststellte. 

Das eigentliche Zustandsbild der Ranzigkeit wird aber erst bedingt 
durch das Auftreten oxydativer Vorgdnge, bei denen die Fettsiuren 
(vor allem die ungesattigten) durch den Luftsauerstoff, begiinstigt 
durch die Oxydasen und Katalasen des Mehles, zu niederen Verbin- 
dungen, Aldehyden und Sauren mit kiirzerer C-Kette abgebaut werden. 
Als Zwischenstufen treten Peroxyde und Oxyketone auf (7, 8, 9). Auch 
diese Vorgange k&nnen wir mit einer Reihe von Nachweismethoden 
verfolgen : 

Die Peroxydzahl steigt an, sobald die Peroxydbildung (s. oben) 
einsetzt. Ferner nimmt die Jodzahl ab, zum Zeichen, da fortlaufend 
Doppelbindungen durch oxydative Vorginge angegriffen werden. 
SchlieBlich lassen sich als Endprodukte die Aldehyde mittels der Reak- 
tion nach Fellenberg bzw. der Modifikation nach Kiihl-Klemt und der 
Epihydrinaldehyd nach Kreis nachweisen. 

Neben den soeben grob umrissenen’ Vorgingen der Hydro- und Des- 
molyse laufen noch viele andere Reaktionen ab, so z. B. eine Abnahme der 
»Erginzungsstoffe’* des Mehles, wie sie Grandel fiir das Vitamin E nach- 
gewiesen hat(10). Die verminderte biologische Wertigkeit gealterter 
Schrote geht sehr schén aus Fiitterungsversuchen hervor, die Pfannenstiel 
und Jusatz an jungen Ratten vorgenommen haben und die ein unver- 
haltnismaBig schnelleres Wachstum der mit frischem Brot gefiitterten 
Tiere zeigten (11), 

Das Problem des Ranzigwerdens ist deswegen von einer so groben 
Bedeutung, weil bereits auBerordentlich geringe chemische Umsetzungen 
ein Getreideprodukt véllig ungenieSbar machen kénnen. So wurde 
errechnet, da bereits 10 mg%%, Epihydrinaldehyd ein Fett vollig ver- 
dorben erscheinen lassen. Wenn wir diese Zahlen bei einem Fettgehalt 
des Getreides von etwa 2 % zugrunde legen, so wiirde das bedeuten, dab 
bereits 4mg°%, Epihydrinaldehyd in 1 kg Schrot dieses ungenieBbar 
machen. Gerade in der Jetztzeit, in der dem Brot kriegsbedingt Brot- 
mehl entsprechend der Versorgungslage zugemengt wird, haben diese 
Feststellungen besondere Bedeutung. 

Der Grad des Ranzigwerdens haingt von vielen Faktoren ab. Es 
wurde festgestellt, da die Ranzigkeit gehemmt wird durch geringen 
Feuchtigkeitsgehalt des Schrotes (12—16) und méglichst weitgehenden 
LujtabschluB (17 —19). 

Von Bedeutung ist weiterhin Schrotart und Vermahlungsgrad. 


Experimenteller Teil. 
Es war unsere Aufgabe, bei verschiedenen Vollkornschroten in 


einer Beobachtungszeit bis zu 11 Monaten die Prozesse des Ranzig- 
werdens zu verfolgen. Zur Untersuchung gelangten Roggenschrote, 
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die wir uns selbst mit einer kleinen elektrischen Miihle geschrotet hatten 
von einem Feinheitsgrad von Fein-Mittel (5,86 ° Riickstand) in Mengen 
zwischen 75 und 2000g. Bei Lagerung unter verschiedenen AuBen- 
bedingungen (siehe Versuchsbeschreibungen) wurden Fettgehalt, Saure. 
zahl, Esterzahl, Verseifungszahl, Jodzahl und Wassergehalt laufend 
verfolgt. 

Methoden. 


Das Roggen6! selbst, an dem die oben genannten Untersuchungen 
vorgenommen wurden, erhielten wir durch Extraktion von 50 oder 75 ¢ 
Schrot mit Petrolather im Scvhlet-Apparat. Der Fettgehalt ergab sich nach 
quantitativer Filtration (zur Entfernung mitgerissener Mehlteilchen), Ab- 
dampfen des Petrolathers und anschlieBender kurzdauernder Erhitzung aut 
110° (Vertreibung der letzten Petrolather- und Wasserspuren) durch Wagung. 

Dann wurde das Fett (etwa 0,6 bis 1g) in einer neutralen Alkohol- 
Athermischung aufgenommen und die Sdurezahl in iiblicher Weise durch 
Titration erhalten (20). Zuletzt wurde nach Abdestillieren des Lésungsmittels 
noch die Hsterzahl durch Verseifung mit alkoholischer Kalilauge und Riick- 
titration bestimmt (20). 

Die Jodzahl wurde nach dem Verfahren von Rosenmund und Kuhn 
henn (21) an einer kleineren Roggenélmenge (etwa 0,1 g, gewonnen durch 
Extraktion in der oben beschriebenen Weise aus 7g Schrot) festgestellt. 

Die Wassergehaltsbestimmung wurde an einer Schrotmenge von etwa 
10 g durehgefiihrt. 

Fast alle in den Kurven angegebenen Zahlen sind Mittelwerte aus zwei 
bis vier Einzeluntersuchungen. 


Untersuchungen, 


I. Ein von August 1941 bis Juli 1942 laufender Versuch sollte die 
Veranderungen der Kennzahlen in Abhaingigkeit von der Lagerungs- 
dauer zeigen. 

Zu diesem Zwecke wurden drei Roggenmuster in Mengen von je 2000 ¢ 
geschrotet und in groBen, flachen Schalen aufgestellt. Alle 2 Tage wurde 
das Material griindlich durchgemischt und ein halbes Jahr lang monatlich 
Fettgehalt, Saurezahl, Esterzahl, Verseifungszahl, Jodzabhl und Wasser- 
gehalt bestimmt, die Jodzahl auBerdem nochmals nach 81/, und 11 Monaten. 

Die Ergebnisse zeigt Abb. 1. 

Alle drei Schrote zeigen ein gleichsinniges Verhalten: 

Der Wassergehalt liegt nach der Mahlung bei etwa 12%, er sinkt 
wahrend der Lagerung ab und hat nach etwa 3 Monaten seinen Endwert 
erreicht, der bei rund 75°, des urspriinglichen liegt. 

Der Fettgehalt bleibt lange Zeit fast unverdndert (1,3 bis 1,5°,. 
bezogen auf Trockensubstanz), erst nach 5 Monaten beginnt er merklich 
abzusinken : im sechsten Monat finden sich etwa 85 °% des Anfangswertes, 
nach weiteren 2 Monaten rund 75, und nach insgesamt 11 Monaten 
noch knapp 70%. 

Desgleichen dnderte sich die Jodzahl in den ersten Monaten der 
Lagerung kaum, sie betragt beim frischen Schrot 120 bis 130 und behalt 
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diesen Wert bis etwa zum vierten bis fiinften Monat bei. Von diesem 
|  Zeitpunkt an sinkt sie stetig ab; nach etwa 11 Monaten liegt sie noch 
bei 65 bis 80% des Ausgangswertes. Das starkste Abfallen war bei 
: Schrot (Kurve Nr. 1) festzustellen, von dem gegen Ende des Versuchs 
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Abb. 1. Teil a) Verseifungszahl-, Esterzahl- und Siiurezahlkurven. Teil b) Jodzahl-, Wasser- 
gehalt- und Fettgehaltkurven. Die Zeichen ———, +++--- *und —-+-—--+ — stellen die drei 


f 

untersuchten Schrote dar, die —-—-— Linie die Mitte Iwerte aus den drei anderen Kurven. i 
In der Abszisse stehen die Monate von August 1941 bis Juli 1942. MaBstab: 1 Monat = 20 mm. ; 
nur noch eine geringe Menge vorhanden war, die also auch in ent- 
sprechend diinnerer Schicht ausgebreitet war und dadurch eine inten- I 
sive Einwirkung des Luftsauerstoffs erméglichte. : 
Die Sdurezahl steigt nach der Mahlung rasch an und hat nach 
etwa 3 Monaten bereits ihren Endwert erreicht, der etwa doppelt so 
hoch ist wie der des frischen Schrotes: 
Nr. 1: von 25 auf 45 80% Zunahme, ' 


» 22 yy 22 4, 59 = 170% 
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Die Esterzahl sinkt entsprechend der Séurezahlzunahme ab, so dali 
die Verseifungszahl zwar etwas schwankt, aber doch auf annahernd 
gleicher Héhe stehenbleibt. 

II. Eine zweite Versuchsreihe wurde von Anfang April bis Mitte Juli 
1942 durchgefiihrt. An sich war eine langere Versuchsdauer geplant 
sie mubte jedoch infolge einer militaérischen Kommandierung kiirze: 
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Abb. 2. Teil a) Verseifungszahl-, Esterzahl- und Siiurezahlverlauf. Teil b) Jodzahlkurve. 

Teil c) Fett- und Wassergehalt. % Aqua dest. = Wassergehalt in %. Die Zeichen —-+—--, 

———, ree, und —- — stellen die sechs untersuchten Schrote dar, Kurven 

jeweils gleicher Kennzeichnung gehéren zusammen. Abszisse: Die Monate von April bis Juli 
1942. Ma&stab: 1 Monat = 30 bzw. 31 mm. 








bemessen werden. Wieder wurden §8. Z., E. Z., V.Z., J. Z., Fett- und 
Wassergehalt bestimmt, und zwar bei verschieden groBen Schrotmengen 
und unter verschiedenen Temperaturen. 


Hierzu wurden 3kg Korn geschrotet und in sieben Becherglasern 
(22 cem Héhe, 14cm Durchmesser) folgenderma8en verteilt: 
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Kurve Nr. |: 75 g be: Zimmertemperatur (20 bis 25°C), 
‘ Pace ee | ee = (20. x6 Sr eh 
+ ae re FeO se See mh 
Ps a * 75,, 5, 37°C im Brutofen, 
ss el eK RS gat Sao EE ea Yas s 
on 55. Or 75,, im Kihlsechrank bei + 5°. 


Nach 2, 4, 6, 8, 12 und 15 Wochen wurden sie untersucht, und zwar: 
Nr. 1 bis 6 auf Fett- und Wassergehalt sowie J. Z., Nr. 3 und 5 auBerdem 
auf 8. Z., E. Z. und V. Z. (s. Abb. 2). 


Auswertung der Ergebnisse. 

Nr. 1. Der Wassergehalt nimmt nur geringfiigig ab, der Fett- 
gehalt bleibt bis zur achten Woche ziemlich konstant, im dritten Monat 
sinkt er dagegen recht erheblich ab. 

Gleichsinnig mit ihm verlauft die Jodzahl: in den ersten 2 Monaten 
sinkt sie nur um etwa 3 bis 4%, in den darauffolgenden 3 Wochen aber 
um fast 20%. 

Nr. 2. Hier treten ahnliche Veranderungen auf wie bei Nr. 1, nur 
ist ihr Ausma geringer: Der Wasser- und Fettgehalt bleibt praktisch 
unverandert, die Jodzahl geht nach der achten Woche deutlich zuriick 

Nr. 3. Wasser- und Fettgehalt sowie J.Z. nehmen wahrend der 
Versuchsdauer nicht ab. 

Die Saurezahl steigt rasch an; nach 2 Monaten ist sie bereits auf 
das 11/,fache, nach 1 Monat auf das Doppelte und am Ende der Beob- 
achtungszeit auf das Dreifache des Ausgangswertes angewachsen. Die 
Esterzahl nimmt ab, und zwar etwa ebensoviel wie dem Anwachsen der 
S. Z. entspricht, so daB die Verseifungszahl annahernd konstant bleibt. 

Nr. 4. Der Wassergehalt geht schnell zuriick und bleibt auf der 
Halfte des Frischwertes stehen. Der Fettgehalt andert sich nicht 
wesentlich, die J. Z. zeigt nach der achten Woche einen Riickgang, der 
aber erheblich geringer ist als der der Nr. lL. 

Nr.5. Wasser- und Fettgehalt sowie J.Z. verhalten sich ahnlich 
wie beim vorhergehenden. 

Die 8S. Z. steigt wie bei Nr. 3, nur wesentlich schneller, so daB nach 
2 Wochen bereits ein Wert gefunden wird, der bei Schrot Nr. 3 erst 
nach 6 Wochen erreicht wird. Spater steigt die 8. Z. jedoch langsamer 
an als bei Nr.3, so daB gegen Ende des Versuchs der Unterschied 
sich fast ausgeglichen hat. Auch hier sinkt die E. Z., die V. Z. bleibt 
etwa gleich. 

Nr. 6. Der Wassergehalt steigt waihrend der Lagerung und stellt 
sich auf einen Wert ein, der etwas (1!/.°%) tiber dem urspriinglichen 
liegt. Der Fettgehalt sinkt nicht, die J.Z. beginnt im dritten Monat 
abzunehmen, aber noch schwacher als bei Nr. 4. 
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Bei der letzten Untersuchung im Juli 1942 waren die Schrote 
Nr. 1 bis 3 stark von Schimmelpilzen befallen, die ttbrigen (Nr. 4 bis 6) 
zeigten keine Anzeichen davon. 


Diskussion. 


Bei der Verfolgung der Sdurezahl unter den beschriebenen Be- 
dingungen fand sich bei Zimmertemperatur (I) ein rascher Anstieg, 
der gleich nach der Mahlung begann und, allmahlich flacher werdend, 
nach etwa 3 Monaten seinen Héhepunkt erreicht hatte. Dieser Héchst- 
wert blieb dann wahrend der ganzen restlichen Beobachtungszeit 
(mehrere Monate) konstant. Bei héherer Temperatur, etwa 37° (II), 
stieg die Saurezahl noch steiler an, nach 1 bis 2 Monaten naherte sie 
sich aber der Kurve I und verlief von da an gleichsinnig mit ihr. 


Aus diesem Verhalten ware also zu schlieBen, daB die Hydrolyse 
der Neutralfette sofort nach der Mahlung kraftig einsetzt, allmahlich 
nachlaBt und nach etwa einem Vierteljahr ihren Endwert oder zu- 
mindest einen Gleichgewichtszustand erreicht, der sich dann fiirs erste 
nicht mehr andert. Durch Warme wird die Hydrolyse beschleunigt 
und der erwahnte Endwert eher erreicht. In beiden Fallen (I und II) 
steigt die Saurezahl in dieser Zeit auf etwa das Doppelte bis Dreifache 
des Ausgangswertes. 

Diese Ergebnisse decken sich gut mit den bisher bekannten, soweit 
uns diese zugénglich waren. 

Die Verseifungszahl blieb waihrend der Versuchsdauer praktisch 
gleich, es war weder ein nennenswerter Anstieg, wie Ruemele (22) ihn 
beobachtete und auf intramolekulare Umlagerungen zuriickfiihrte, 
noch ein Abfall, wie er bei Auftreten gréBerer Mengen niederer Carbon- 
siuren zu erwarten ware, festzustellen. Immerhin ist es natiirlich még- 
lich, daB Vorgange wie die eben beschriebenen doch auftreten, nur eben 
in so geringem AusmaB, daB die Veranderungen noch innerhalb der 
Fehlergrenze der verhaltnismaBig groben Bestimmungsmethoden liegen. 


Jodzahl und Fettgehalt, die beiden Indikatoren fiir oxydative 
Abbauvorginge, zeigten ein dem eben beschriebenen Verlauf der Hydro- 
lvse entgegengesetztes Verhalten: in den ersten 3 Monaten, in dene 
die Séure- und Esterzahlkurven ihre hauptsichlichen Veranderungen 
erfuhren, blieben Jodzahl und Fettgehalt annihernd konstant, um dann, 


wenn die Hydrolyse ihren Gleichgewichtszustand erreicht hatte und 
gréBere Mengen freier Siure vorhanden waren, abzusinken, wie Abb. 1b 
sehr deutlich zeigt. Am ehesten und starksten trat dies bei Schroten 
auf, die bei Zimmertemperatur gelagert und dem Licht ausgesetzt 
wurden, insbesondere dann, wenn die Oberflache gegen die Luft méglichst 
groB, das Schrot also méglichst diinn ausgebreitet wurde. Aber selbst 
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unter giinstigsten Oxydationsbedingungen war vor 2 Monaten kein 
Riickgang von Jodzahl und Fettgehalt feststellbar. 

Dies besagt nun nicht, da erst nach dieser Frist tberhaupt Ranzi- 
ditétsreaktionen auftreten, sondern nur, daB nach dieser Zeitspanne 
die oxydativen Vorgange ein derartiges AusmaB annehmen, dab sie 
durch die erwahnten Nachweismethoden erfaBt werden kénnen. 


Abnahme des Fettgehalts. 


Aus Abb. 1b geht sehr anschaulich hervor, daB bald nachdem 
das Absinken der Jodzahl einsetzt, auch der Fettgehalt in fast gleichem 
MaBe heruntergeht. Dies ist wohl dadurch zu erklaren, daB slurch die 
Zersetzung des Fettes niedere Aldehyde auftreten, die fliichtig sind. 
Sie gehen zwar zum Teil bei der Extraktion des lange gelagerten Schrotes 
in das organische Lésungsmittel tiber, werden jedoch nicht gewichts- 
maiBig erfaBt, da sie beim Abdampfen des Lésungsmittels und beim 
Trocknen bis zur Gewichtskonstanz verlorengehen. 

In einer weiteren Arbeit ware noch zu kléiren, ob nicht auch das 
Absinken des Fettgehalts zum Teil auf mehr oder minder starken 
Befall mit Mikroorganismen zuriickzufiihren ist, der sich bei einer so 
langen Versuchsdauer nicht vermeiden laBt. Untersuchungen, die sich 
mit dieser Frage und der genauen Bestimmung der auftretenden Ranzi- 
ditatsprodukte selbst befassen, sind in Aussicht genommen. 


Zusammenfassung, 


1. Einleitend wird auf die Bedeutung des Vollkornschrotes und 
Vollkornbrotes fiir die Volksernihrung hingewiesen. 

2. In langfristigen Versuchen, die sich bis 11 Monate erstreckten, 
werden die Verainderungen, die das Schrot durch Lagerung erfahrt, 
sowie ihr zeitlicher Ablauf durch Bestimmung von Saurezahl, Esterzahl, 
Verseifungszahl, Jodzahl, Fett- und Wassergehalt untersucht. 

3. Die Lagerung von Vollkornschroten in diimner Schicht, also 
groBer Oberflache, gegen Luft bei Zimmertemperatur und ungehindertem 
Zutritt von Luft ergab, daB innerhalb der ersten beiden Monate die 
Saurezahl stark ansteigt, wahrend die Esterzah] um etwa den gleichen 
Betrag absinkt. Die Verseifungszahl bleibt wahrend der ganzen Ver- 
suchsperiode praktisch gleich. Vom zweiten bis dritten Monat an stellt 
sich in der Hydrolyse der Fette ein Gleichgewichtszustand ein, so daB 
die Saurezahl- und Esterzahlkurven von da an annadhernd horizontal 
verlaufen. 

Die Jodzahl bleibt wihrend der Zeit, in der die Saéurezahl stark 
ansteigt, fast konstant und beginnt erst vom zweiten bis dritten Monat 
an herunterzugehen. Etwa zur gleichen Zeit wird auch der Fettgehalt 
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niedriger. Im weiteren Verlauf der Untersuchung sinken Jodzahl und 
‘ettgehalt in annéhernd gleichem MaBe ab. 

4. Gleichzeitige Untersuchungen bei Zimmertemperatur und im 
Brutschrank bei 37° ergaben, daB bei erhéhter Temperatur die hydro. 
lytischen Prozesse schneller eintreten, um spater jedoch in den gleichen 
Endwert einzumiinden. Kalt gelagerte Schrote zeigen in diinner Schicht 
nach 2 Monaten im Verhaltnis zu der Lagerung bei Brutofentemperatur 
einen sehr starken Abfall der Jodzahl; ahnlich verhalt es sich mit dem 
Fettgehalt. 

Der Wassergehalt sinkt nach 1 Monat bei Warmlagerung auf 
rund 5%, um fiir die ganze Versuchszeit annahernd den gleichen Wert 
zu behalten. Entsprechend tritt im Eisschrank eine Evhéhung des 
Feuchtigkeitsgehalts auf, wihrend er bei Zimmertemperatur etwa den 
Wert von 9 bis 10% beibehalt. 

5. Aus diesen Untersuchungen ergibt sich, daB zwar die Hydrolyse 
der Fette in den ersten 2 bis 3 Monaten sehr lebhaft ist, oxydative 
Prozesse, die zu den Ranziditétsprodukten fiihren, mit der von uns 
gewahlten Methode der Jodzahlbestimmung offenbar erst nach 2 bis 
3 Monaten in vermehrtem MaBe auftreten. 

6. AnschlieBend werden die vermutlichen Ursachen des Absinkens 
des Fettgehalts diskutiert. 
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